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En novembre 1913, nous avons réussi, en collaboration avec 
M. Danulesco, la transmission du tréponéme de la paralysie 
générale au lapin, en inoculant dans le scrotum de cette espéce 
animale du sang prélevé dans la circulation générale d’un 
sujet atteint de la maladie de Bayle (1). Ce tréponéme fut 
entretenu par des passages réguliers sur le lapin, ce qui nous 
permit de le comparer, au point de vue morphologique, biolo- 
gique et anatomo-pathologique, au virus de la syphilis habi- 
tuelle, cutanée, muqueuse et viscérale. Ce virus, conservé 
également sur le lapin, nous avait été fourni par M. Truffi et 
provenait d’un syphilome primaire humain. De cette compa- 
raison, il résultait des différences manifestes entre les deux 


(1) Levavir1, Présence du tréponeme dans le sang des paralytiques 
généraux. C. R. de (Acad. des Sciences, 1913, t. CLVII, p. 864, séance du 
40 novembre. 
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germes. Nous les avons signalées dans une note présentée & 


V Académie des Sciences en juin 191% (1), et avons conclu que 
le tréponéme des paralytiques généraux devait étre considéré 
comme une variélé a part, neurotrope, du Spirocheta pallida. 

Ces recherches ont dt é@lre interrompues en aoit 1914, du 
fait de Ja guerre. Nous les avons reprises dés mars 1919, et 
actuellement de nouvelles expériences sont en cours. Mais 
avant que les résultats de ces expériences puissent constituer 


x 


le sujet de publications & venir, nous désirons résumer dés a 
présent les observations de 1913 et 1914. Ces observations 
sont, en effet, assez probantes pour permettre, d’ores et déja, un 
certain nombre de conclusions, & notre avis, du plus haut 
intérét. 


TRANSMISSION DU VIRUS DE LA PARALYSIE GENERALE AU LAPIN 


Osservation. — La..., trente-sept ans, représentant de commerce, marié, 
sans enfants. Sa femme a eu plusieurs fausses couches. En juin 1912, un 
certificat médical, rédigé par les docteurs Régnier et Bérillon, décrivait ainsi 
Vétat du malade : 

« Est atleint de troubles mentaux caractéristiques de la paralysie générale 
confirmée. Depuis plusieurs mois on constatait chez lui l’apparition d'une 
exaltation et d’une excitation trés manifestes, au cours desquelles il exprimait 
des idées de grandeur. Depuis trois ans, La... se livre a des excentricités, en 
particulier 4 des écarts de conduite, en désaccord avec sa maniére d’étre 
antérieure. I] recueille chez lui une fille publique, 4 laquelle il attribue des 
qualités exceptionnelles. Il raconte qu'il a eu récemment une entrevue avec 
le préfet de police, qui lui a accordé de mettre sa compagne en pension a 
Saint-Lazare, au régime de l’eau, jusqu’a ce quelle soit suffisamment punie 
de lui avoir dérobé pour cinquante francs de parfumerie. Ayant écrit réecem- 
ment au tsar et a la tsarine une lettre trés respectueuse, il a eu, comme 
réponse, la décoration de chevalier de Saint-Stanislas. La... se déclare trés 
fier de porter cet ordre. Depuis un mois, la maison de commerce ou il était 
employé a du le remercier, car il ne cessait de chanter d’une facon incohé- 
rente, affirmant qu’il possédait une voix de baryton dont il devait tirer le plus 
grand profit. 

« Aprés plusieurs instants de conversation, on remarque l’existence de 
troubles de la parole. » 

Le 7 juin 1912, on constate, A Sainte-Anne (D” Juquelier), un affaiblissement 
des facultés intellectuelles, avec euphorie et quelques idées de satisfaction. 
Accrocs de la parole, pupilles inégales et paresseuses. Diagnostic : débul 
probable de paralysie générale. 

Un certificat du docteur Marie (Villejuif) confirme le diagnostic de 


(1) Levanrrr et A. Marie (de Villejuif), Le tréponéme de la paralysie géné- 
rale. C. R. de VAcad. des sciences, 1914, t. CLVIII, p. 1595, séance du 8 juin. 
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‘paralysie générale et mentionne des antécédents spécifiques : syphilis con- 
etractée il y aquinze ans. Ces antécédents sont vérifiés par les fausses couches 
répétées de la femme de La... 

Décédé le 5 novembre 1913, soit environ deux ans aprés le début de sa 
maladie. 

Réaction de Wassermann positive avec le sang, le 28 mai 1913. 

InocuLation. — Nous nous sommes servis de la méthode indiquée par 
Uhlenhuth et Milzer, A savoir Vinoculation au lapin de sang fraichement 
recueilli dans la veine du pli du coude. L’injection est pratiquée en partie 
dans le scrotum, en partie dans le testicule. 


Le 26 mars 1913, nous prélevons du sang chez 7 malades, 
dont 5 paralytiques généraux (1 4 la premiére période, 2 ala 
seconde et 2 a la troisiéme), 1 tabétique et 1 maniaque suspect 
de syphilis. Le sang (10 cent. cubes), non défibriné, est injecté 
a des lapins, deux pour chaque malade. 

Tous les animaux inoculés ont présenté des réactions inflam- 
matoires locales, quelques jours aprés linoculation. Vers le 
15 juin, ces réactions avaient nolablement diminué et chez la 
plupart d’entre eux il n’en restait aucune trace le 20 juillet. 
Seul le lapin n° 27, qui avait été injecté avec le sang du malade 
La..., présentait & ce moment un petit nodule scrotal. Or, 
aprés une incubation de cent vingt-sept jours, nous constatons 
chez cet animal une lésion scrotale bilatérale. Il s’agissait de 
papules confluentes, légérement érodées, couvertes de squames, 
le tissu conjonctif sous-jacent étant épaissi, légérement oedé- 
mateuxz. 

L’examen a l’ultra-microscope monira un grand nombre de 
tréponémes caractéristiques, trés mobiles. Ces tréponémes, 
examinés sur frottis colorés au Giemsa par la méthode de 
Fontana-Tribondeau et sur coupes imprégnées par notre pro- 

-cédé, sont absolument identiques 4 ceux qui infeclent le 
chancre syphilitique. 

Cette expérience prouvait ainsi que le sprochéte circule dans 
le sang des paralytiques généraux et que l’on peut Cy déceler 
par inoculation scrotale et testiculaire pratiquée sur le lapin. 


x 
x * 


On sait que grace & l'emploi du procédé de Levaditi (impré- 
gnation argentique), Noguchi (1) réussit a démontrer la pré- 


(1) Nosucar. C. R. de la Soc. de Biol., séance du 15 février 1913, t. LXXIV, 
n° 7. 
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sence du tréponeme pale dans le cerveau des paralytiques 
eénéraux. Sur 70 cas examinés par cet auteur, en collaboration 
avec Moore (1), il fut possible de déceler le parasite sur coupes 
12 fois. Il s’agissait de cerveaux provenant de paralytiques dont 
la maladie datait de cing & trente mois, en moyenne depuis 
dix-sept mois, et 4gés de trente & soixante ans. Dans un travail 
ultérieur, Noguchi (2) relate les résultats enregistrés apres 
l’examen d’un plus grand nombre de cas (au total 200), en se 
servant d'un procédé d’imprégnation argentique un peu diffé- 
rent de celui de Levaditi et Manouélian (pyridine-acétone) ; 
les spirochétes furent trouvés dans quarante-huit encéphales, 
soit un pourcentage de 24 p. 100. 

Cette découverte était d’une importance capitale. Elle appor- 
tait la preuve indubitable de la nature spirochétienne de la 
paralysie générale et venait établir sur une base inébranlable 
la conception d’Essmarck et Jessen (1857) et surtout de Four- 
nier (1859), basée sur la clinique et la statistique. Déja cette 
conception avait trouvé un fort appui dans la découverte de 
Wassermann et Plaut (3), confirmée par de nombreux auteurs 
[Alt, Marie et Levadili, Weygandt, Morgenroth et Stertz, Bab, 
Citron, Beaussart (4) etc.], concernant la présence de principes 
Houuent une réaction de Wassermann positive dans le sérum 

et le liquide céphalo-rachidien des paralytiques généraux. Mais 
aucune autre constatation antérieure ne valait, en force démons- 
trative, celle de Noguchi. 

Aussi, ieinbeebs furent-ils les chercheurs qui entreprirent de 
vérifier les premiéres constatations de Noguchi et Moore. Dés 
aout 1913, Marinesco et Minéa (5) font savoir qu’ils ont examiné 
sur coupe vingt-six cerveaux de paralytiques généraux (un seul 
cas de maladie de Bayle associé & une méningite syphilitique), 
avec deux résultats positifs. Peu aprés, Levadili, Marie et 
Bankowski (6) confirment les constatations de Noguchi, indi- 
quent des méthodes rapides permettant de déceler le tréponéme 


(1) Noeucni et Moore. Journ. of. Exp. medicine, 1et février 1913. 

(2) Nogucar. Miinch. med. Woch., avril 1913, n° 14. 

(3) Wassermann et Piaut. Deulsche med. Wech., 1906, n° 44. Voyez pour la 
littérature la thése de Beaussart et F. PLaut: Die ‘Wassermanns' che Serodiagnos- 
tik der Syphilis in ihrer Anw. auf die Psychiatrie, Fischer, Iéna, 1909. 

(4) Beaussarr. Thése de Paris (Le Séro-diagnostic de la syphilis), Bloud, 1909. 

(5) Marinesco el Minfia. Bull. de Acad. de Méd., 1913, n° 12. 

(6) Levaviti, Marie et Bankowsk1. Ces Annales, 1913, n° 7, Daonlis 
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dans l’encéphale de presque tous les paralytiques morts en 
iclus, et établissent la topographie des foyers parasilaires dans le 
etter: cérébral. De plus, ils insistent sur les rapports probables 
entre Victus apoplectiforme et la pullulation du spirochéte au 
niveau des zones motrices de l’écorce. Leurs constatations 
positives étaient au nombre de huit sur neuf cerveaux soumis 
a examen, soit un pourcentage de 88 p. 100. 

D’autres auteurs ne se bornérent pas & dépister le trépo- 
néme sur le cadavre; ils allérent & sa recherche in vivo. au 
moyen de ponctions cérébrales pratiquées par voie de trépa- 
nation. Ainsi, récemment encore, Valente(1) relate 40 examens 
faits par le procédé de Neisser et Pollac, avec un pourcentage 
de résullats positifs de 70 p. 100. Ceci parait indiquer que 
observation faite sur le vivant est supérieure 4 l’examen sur 
coupes ou sur frottis effectué post mortem, Vagonie et la 
putréfaction cadavérique faisant disparaitre les tréponémes, 
surtout lorsqu’ils sont clairsemés dans l’écorce cérébrale. 

L’agent pathogéne de la syphilis pullule donc dans la 
substance grise encéphalique chez les paralytiques généraux. 
Existe-t-il également dans le sang et le céphalo-rachidien ? 

De nombreux essais avaient été faits sur le lapin par Uhlen- 
huth et Milzer (2) en 1913 (sang et liquide céphalo-rachidien), 
mais sans succés. Graves (3) réussit & déceler le tréponéme 
dans le sang de deux ¢abétiques par inoculation testiculaire, 
faite sur la méme espéce animale. Il est vrai que Noguchi (4) 
et Nonne (5) attribuent & Graves la découverte du virus, non 
chez des tabétiques, mais chez des paralytiques générauz; mais 
Frihwald (6), qui cite le travail de Graves en détail, ne parle 
que de deux cas de tabes. Malheureusement, n’ayant pas pu 
nous procurer l’original de ce travail, il nous a été edn es 
de contréler ce point de bibliographie. 

Les expériences publiées par nous en novembre 1913, en 1 colla- 
boration avec Danulesco, semblent donc étre parmi les premieres 


(1) Vatente. Arguivos do instituto bacteriologico Camara Pestana, t. V, f. 4, 
Lisbonne, 1918. ~ 

(2) Untennuta et Mouzer. Berl. klin. Woch., 1913, no 44, p. 2031. 

(3) Graves. Interstale med. Journ., 1913, t. XX, n° 6. 

(4) Noeucnt. fa Presse Médicale, 1913, n° 81, p. 805. 

(5) Nonng. Berl. klin. Woch., 1913, p. 1542. 

(6) Frinwarp. Wien. klin. Woch., 1913, n° 42, p. 1709. 
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a prouver la présence de V'agent pathogéene de la syphilis dans la 
circulation générale des sujets atteints de la maladie de Bayle. 

Depuis, d’autres chercheurs ont vérifié ces données, du 
moins en ce qui concerne le liquide céphalo-rachidien. Ainsi, 
Volk et Pappenheim (1) relatent en 1913 une série d’expériences 
faites avec le liquide obtenu par ponction chez cing paralytiques 
eénéraux; dans un cas il fut possible de transmettre la syphilis 
au lapin (inoculation intra-testiculaire). Peu aprés, Arzt et 
Mattauschek (2) disent avoir inoculé a des lapins du liquide 
céphalo-rachidien provenant de cing sujets alteints de mani- 
festations spécifiques cérébrales, dont quatre paralytiques 
généraux. Malgré les conditions défavorables de leurs essais 
(température du liquide, nombre insuffisant des animaux), ces 
auteurs ont enregistré deux succés, aprés une incubation de 
deux mois. Il s’agissait d’e/florescences papuliformes contenant 
de nombreux tréponimes. A remarquer que les deux paraly- 
tiques dont le liquide s’est montré virulent n’offraient rien de 
particulier au point de vue clinique : lun dément, l'autre 
maniaque, leur sang et liquide céphalo-rachidien présentaient 
les altérations habituelles. De plus, les malades n’étaient pas 
en ictus au moment de la ponction. A remarquer que ni dans 
les liquides virulents, ni dans les autres, il ne fut possible de 
déceler le spirochéte a examen direct. 


* 
ete 


Il résulte de ces travaux (3) que dans la paralysie générale, 
quels que sovent son aspect clinique, son évolution et sa gravité,. 
Vagent pathogéene de la syphilis existe dans l écorce cérébrale, le 

, ? 
sang et le liquide céphalo-rachidien. La présence du tréponéme 
peut étre décelée soit par examen microscopique (cerveau), soit 
par inoculation aux animaux, en particulier au lapin. Il s’agit 
donc de tréponémes virulents, et ceci est vrai non seulement 
pour le germe présent dans le sang et le liquide céphalo- 
rachidien, mais aussi pour le parasite qui infecte le cerveau 

(1) Vouk et Parpennemm. K. K. Gesellschaft der Aerzte in Wien, 19143. 

(2) Anzt et Marrauscnex. K. K. Gesellschaft der Aerzte in Wien, séance 
du 30 janvier 1914. Wien. klin. Woch., 1914, n° 5. 

(3) Du fait des circonstances eréées par la guerre, il est possible que des. 


travaux se rapportant a cette question nous aient échappé. Nous prions les. 
auteurs d’excuser ces lacunes involontaires. 
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[injection au lapin d’émulsion cérébrale fraichement recueil- 
lie (1) (Noguchi, Uhlenhuth, Forster et Tomaczevski)]. 

Toutefois les résultats positifs sont loin d’étre constants; leur 
rareté contraste plutot avec le grand nombre d’examens et 
d’inoculations pratiquées par les divers auteurs. Citons, comme 
exemple, les cent trois injections réalisées par Valente sur le 
lapin, avec des émulsions de matiére cérébrale recueillie par 
ponction in vive ou post mortem; aucune n’aboulit & wn succes 
manifeste. Cette rareté surprenante des résultats positifs parait 
attribuable 4 plusieurs facteurs, dont les principaux sont : les 
imperfections de la technique, laréceptivité de l’animal d’expé- 
rience et surlout la virulence atténuée du « virus nerveux ». 

' Examinons-les tour a tour : 

Que les techniques soient, et surtout aient été imparfaites, 
les progrés accomplis en ce qui concerne la découverte du 
tréponéme dans l’écorce cérébrale le prouvent assez. Au fur et 
a mesure que les procédés dexploration se multiplient et que 
lon abandonne l’examen post mortem, pour recourir & la recher- 
che sur le vivant, le nombre des succés augmente d’une facgon 
frappante. Levaditi, Marie et Bankowski décélent le tréponéme 
chez presque tous les paralytiques morls én ictus (88,8 p. 100), 
grace & la technique de examen 4 l’ultra-microscope, et con- 
cluent que le parasite existe d’une facon constante dans |’écorce 
cérébrale de ces malades. Cette conclusion est conforme 4 celle 
formulée six ans plus tard par Valente : le spirochéte pullule 
dans l’écorce cérébrale de tous les paralytiques généraux, quelle 
que soit l’évolution de leur maladie. 

Il est incontestable, d’autre part, que le lapin n’est pas un 
animal dont la réceptivilé & |’égard du virus syphilitique égale 
celle de l’homme, des anthropoides, ou méme des siiniens 
inférieurs. On s’en apercoit lorsqu’on tente la transmission de 
la syphilis & cette espéce animale, en partant du virus humain 
primaire ou secondaire. Beaucoup d’essais restent infructueux, 
et de fréquents passages sont nécessaires si l’on veut obtenir un 
virus fixe, transmissible & tout coup. 


(1) Rappelons a ce propos que Landsteiner et Poetzel ont été les premiers 
a provoquer l’apparition d'une lésion locale en inoculant a un singe de 
Vémulsion cérébrale fraichement recueillie chez un P. G. Centradl. f. Bakt., 


Ref. t. XLI, 1908, p. 791. 
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Reste & considérer la virulence particuliére du tréponéme 
nerveux, c'est la un probléme de la plus haute importance et 
que nous traiterons en détail dans ce qui suit. 

Quoi quwil en soit, on peut conclure, dés & présent, gue la 
paralysie générale est liée a la présence constante du Treponema 
pallidum dans lécorce cérébrale et a son existence fréquente, 
quoique trés probablement intermittente et éphémére, dans le 
sang et le liquide céphalo-rachidien. 


4 
+a 


Est-il possible de transmettre en série chez le lapin le virus 
de la paralysie générale? Nos essais ont été concluants a ce 
point de vue. . 

En effet, en partant du lapin n° 27, inoculé avec le sang du 
paralytique général La..., ilnous a été possible de réaliser trois 
passages consécutifs, du 26 mai 1913 au 29 juillet 1914. 


Nous avons vu que, chez Je lapin n° 27, les premieres manifestations 
scrotales ont débuté aprés une incubation de 127 jours. Deux jours aprés (le 
8 novembre 1913), nous avons prélevé un fragment de lésion cutanée, et 
aprés lavoir débité en morceaux d’environ un millimétre de diamétre, 
nous l’avons introduit au moyen d’une canule sous la peau du scrotum. 
Les cing inoculations ont fourni toutes des résultats positifs, aprés une 
incubation variant entre 55 et 94 jours. Chez tous les animaux furent consta- 
tées des ulcérations papulo-squameuses contenant des tréponémes; ceux-ci 
furent décelés 94 et 100 jours aprés linjection. 

Ce premier passage fut suivi d’un second, pratiqué en partant des lapins 
nes 23 et 26, le 16 février et le 3 avril 1914. La premiére série comportait 
quatre lapins, la seconde deux. 

a) Premiére série. — 3 résultats positifs, sur 4 inoculations, avec une incu- 
bation de 46 4 77 jours. Tréponémes décelés 46, 46 et 77 jours aprés Vino- 
culation. 

b) Seconde série. — 2 résultats positifs sur 2 inoculations, avec une incuba- 
tion de 49 et 60 jours. Spirochétes décelés le 59¢ et le 61¢ jour. 

Le troisiéme passage fut réalisé le 7 mai, en partant du lapin n° 80, sur 
4 animaux. Trois résultats positifs, aprés une incubation de 36, 43 et 
46 jours. Tréponémes présents le 46¢ jour. 

Le quatriéme et dernier passage fut fait en partant des lapins 77 et 
79, sur deux séries (3 et 6 animaux), le 26 juin et le 29 juillet 1914. 

Sére A : (20 juin), insuccés complet. 

Série B : a du étre interrompue. 

En résumé : Il nous a été possible de réaliser trois passages avec le virus de 
la paralysie générale, suivi d'un quatriéme. Ce dernier dut étre interrompu 
pour des motifs indépendants de notre volonté. Sur un total de 15 animaux 
13 résultats positifs ont été enregistrés, soit un pourcentage de succés égal 
a 86 p. 100. La période d’incubation a varié entre 46 et 94 jours; elle fut en 
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moyenne de 55 jours. La durée de cette période nous a paru s’abréger sen- 
siblement, au fur et & mesure que le virus s'acclimatait sur le lapin, ainsi 


qu'il résulte des chiffres suivants : 


PERIODE D’INCUBATION MOYENNE. 


RENUCTADUSSOG Oy cil, eae wiw «dt +. “3 63 jours 
DEAE OOS USSU) oR coe oe Bases t 55 jours 
ROBO 7 TESST Go cet blip bb 6c 44 jours 


Quoi qu'il en soit, cette durée fut manifestement plus longue que celle enre- 
gistrée lors de la transmission du virus syphilitique habituel au lapin. Ainsi, 
dans nos derniéres tentatives, la période d’incubation n’a pas dépassé 
48 jours (expériences faites d’aprés la méme méthode, avec du virus humain: 
chancre vulvaire, service de M. Ravaut). D’un autre coté, la transmission en 
série chez le lapin d’un virus adapté depuis longtemps a cette espéce 
animale, tel le virus de Truffi (v. plus loin), réussit en général apres une 
période latente de 20 4 25 jours. 


CARACTERES SPECIFIQUES DU VIRUS DE LA PARALYSIE GENERALE 


Nous désirons insister tout particuliérement sur les caractéres 
spécifiques du virus de la paralyste générale et sur les différences 
qui existent entre ce virus et celui de la syphilis habituelle, 
cutanée, muqueuse et viscérale. 

Une fois la conception de Ja nature syphilitique de la para- 
lysie générale, appuyée sur des données slatistiques et clini- 
ques, admise par la plupart des nevro-pathologistes, certains 
auteurs, surtout en France et en Allemagne, émirent l’hypo- 
thése que le virus qui engendre la maladie de Bayle serait 
différent de celui qui provoque les accidents spécifiques habi- 
tuels. Ce virus se distingue par son affinité élective pour le 
systeme nerveux, cerveau ou moelle; il fut désigné par le 
terme « virus nerveux ». Suivant cette hypothése, si un syphi- 
litique fait, au bout d’un certain nombre d’années, du tabes 
ou de la paralysie générale, c’est que, dés le début, il a été 
contaminé par cette variété sui generis du microbe de la 
maladie de Fracastor (nous dirions aujourd’hui variété de 
Treponema pallidum). Sur quoi cette hypothése est-elle basée? 

D’abord sur ce fait incontestable, mis en lumiére par Four- 
nier, que la syphilis débute et évolue, chez les futurs para- 
lytiques généraux et tabétiques, dune fagon plutét bénigne. 
Elle est plus légére, en ce sens que l’accident primaire est 
fugace, les manifestations secondaires éphéméres ou inexis- 
tantes, les lésions tertiaires cutanées et viscérales excessive- 


Sse Seg 
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ment rares. On peut objecter & cela la difficulté, souvent insur- 
montable, d’enquéter sur les antécédents des paralytiques 
eénéraux déments, tant aupres d’eux qu’aupres de leurs proches. 
Mais l’objection tombe devant les observations de Fournier, 
qui a pu suiyre personnellement I’évolution de la maladie, 
depuis le chancre jusqu’a la péri-encéphalite, chez 83° para- 
lytiques. Parmi ces malades, 70 n'ont eu que trés passage- 
rement une roséole ou des plaques muqueuses, ou une alo- 
pécie, 8 des accidents secondaires moyens et 3 seulement des 
lésions tertiaires; enfin 2 paralytiques n’ont présenté, comme 
toute manifestation spécifique, que le chancre. Par contre, 
parmi 243 cas de syphilis grave, suivis pendant de longues 
années, aucun ne présenta plus tard des symptémes paraly- 
tiques ou tabétiques. Ce qui conduit Fournier a conclure que 
« les paralysies générales succédent d'une facon trés habituelle, 
quasi constante, a des syphilis de modalité bénigne » (1). 

Ces données, confirmées par d'autres savants, ont été inter- 
prétées en faveur de l’hypothése d’un virus neurotrope, dont 
Yaffinité pour le systeme nerveux est d’autant plus grande 
qu’est peu marquée sa prédilection pour l’ectoderme. I] est 
vrai que, d’aprés Fournier, les différences d’évolution mention- 
nées plus haut tiennent plulot & ce que les candidats & la mala- 
die de Bayle deviennent paralytiques précisément parce que 
leur syphilis, ayant été passée inapercue ou considérée comme 
légere, le traitement qu’on leur a fait subir avait été insuffisant. 
Mais, comme le remarquent A. Marie et Plaut, cette interpré- 
tation ne semble pas justifiée. Tout d’abord on posséde des obser- 
vations de paralytiques ayant subi des traitements intensifs et 
répétés pendant l’évolution de leur syphilis (2); ensuite-on sait 
que la maladie de Bayle est absente ou trés rare dans les pays 
tropicaux, la ot la vérole est grave et son traitement pour ainsi 
dire inexistant (voir plus loin). 

Un autre argument invoqué en faveur de l’hypothése neuro- 
trope est tiré de ce fait, universellement reconnu, que dans les 
pays tropicaux ou sous-tropicaux, la ou la vérole cutanée, 
muqueuse et viscérale est des plus graves, ov il nest pas rare de 


(1) Cité daprés Puaut. Allg. Zeitschr. f. Psychiatrie, t. LXVI, p. 340. Rapport 
au Congres annuel des psychiatres allemands, avril 1909, Cologne et Bonn 
(2) A. Marie. Soc. de Méd. de Paris, avril 1908 
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vow des lésions tertiaires apparattre trés tét et des manifesta- 
tions osseuses compliquer souvent cette évolution, le tabes et la 
paralysie générale sont inexistants, ou peu s'en faut. Le virus a 
affinilé muco-cutanée parait donc infiniment plus répanda 
dans ces contrées que le germe neurotrope. Il est vrai que, pour 
expliquer ce contraste, on a fait intervenir des particularités 
plus intimement liées & la race qu’au germe. Mais cette objec- 
tion n’est qu’apparente. 

En effet, on sait qu’en Europe la paralysie générale n’a été 
signalée fréquemment qu’aprés la fin du xvu’ siécle (Plaut), 
cependant que l’apparition de la syphilis grave, épidémique, 
remonte a beaucoup plus loin. Il est done probable que, chez 
Yeuropéen, de longues années ont été nécessaires pour qu'une 
variété de tréponeme & affinité nerveuse puisse se créer par 
voie d’adaptation et de sélection. Les races tropicales se 
trouvent donc actuellement a la méme phase ow étaient, il y 
a quelques siécles, les blancs d’Europe, alors que, comme 
aujourd'hui dans les tropiques, la vérole était d’une gravité 
exceptionnelle et cependant sans retentissement tardif sur le 
systéme nerveux central. 

Puis, il y a la syphilis nerveuse conjugale et familiale. Nom- 
breux sont les auleurs qui ont insisté sur ce fait que, lorsque la 
femme est contaminée par son mari, futur paralytique général, 
sa syphilis & elle montre une certaine tendance a se localiser 
dans le cerveau ou la moelle épiniére. Nous ne citerons pas 
tous les travaux se rapportant & cette question. Rappelons 
cependant les observations publiées par Marie et Beaussart (1), 
concernant le matériel hospitalisé &]’Asile Villejuif de 1907 a 
1912. Ces auteurs publient 27 cas de syphilis nerveuse conju- 
gale. Dans 26 cas, le mari était atteint de la maladie de Bayle, 
une seule fois il s’agissait de démence syphilitique. Chez 
13 d’entre eux on a découvert des antécédents spécifiques, 
chez presque tous la réaction de Wassermann était positive. Or, 
la femme fut trouvée atteinte de paralysie générale, ou de signes 
précurseurs de la maladie de Bayle, ou encore de tabes, ou de sy- 
philis méningée. Dans onze cas, il s’agissait de paralysie générale 
confirmée, dans cing autres de tabes incipiens, ou plus ou moins 


(1) Marie et Beaussart. La Clinique, 3 février 1911, p. 75, n° 5. Ce travail a 
été complété par de nouvelles observations (A. Marie). 
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avancé. Citons, comme exemple, quelques-unes des observa- 
tions de Marie et Beaussart : 


Ossrnvation I. — X... (entré le 7 avril 1907), quarante-neuf ans, paralytique 
général ala troisiéme période, syphilis 4 vingt-quatre ans. A vécu dixz-huil ans 
avec sa femme, qwil a contaminée; celle-ci est morte de P. G. en 1906. 


Osservation II. — X..., trente-six ans (entré le 11 juillet 1906), paralytique 
général a la troisiéme période, syphilis en 1896. Femme contaminée en 1897, 
syphilis méningée, Argyll, internée en 1908 pour P. G. 


Osservation II. — X..., trente-deux ans (entré le 28 novembre 1908), para- 
lytique général a la troisitme période, syphilis en 1897. A eu une premiére 
maitresse qui a été la contaminatrice de X... Cette femme l’a quitté pour 
vivre avec le frére du malade, lequel a été contaminé a son tour et est 
devenu P. G. Elle a vécu avec un troisitme amant, Jequel est également 
paralytique général. La femme de X... est morte de P. G. 


Osservation IV. — X..., quarante-huit ans (entré le 8 février 1910), para- 
lytique général 4 la deuxiéme période, syphilis en 1893. Femme ataxique depuis 
deux ans. 


Ajoutons une observation inédite (Levaditi) : 


OssERvATION V. — X..., cinquante ans, paralytique général, mort deux ans 


aprés le début de sa maladie. Femme tabétique. P 


Ilest donc hors de conteste que, dans un certain nombre de cas, 
Yun des conjoints étant paralytique général, autre fait & un 
certain moment une syphilis & localisation nerveuse. Les par- 
tisans de l’hypothése du virus neurotrope interprétent ces faits 
en admettant que la vérole cérébrale ou médullaire d’un des 
conjoints est due 4 la transmission, de la part de l’autre, d’un 
tréponéme dont l’affinité pour le systeme nerveux est particulié- 
rement accusée. 

Toutefois, certains auteurs, entre autres Hubner et Plaut, 
objectent & cette fagon de voir la rareté de la syphilis neuro- 
trope conjugale. Les observations sont, en effet, assez clair- 
semées, ce qui parait surprenant, étant donnée la fréquence de 
la maladie de Bayle. Cette objection ne nous semble pas cepen- 
dant irréfutable. Tout d’abord, avec Nonne (1), il y aurait lieu 
de tenir compte d’une certaine prédisposition innée chez la 
femme, ou d’un affaiblissement acquis de ses centres nerveux, 
les rendant plus susceptibles a fixer le virus neurotrope. Ensuite 


(1) Nonng. Cité d’aprés Pravur, Syphilis und Nervensystem. 
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les observations de syphilis nerveuse conjugale deviennent 
plus fréquentes, au fur et & mesure que l’on se donne la peine 
de les dépister. 

Quant a la vérole neurotrope familiale, elle est moins pro- 
bante, au point de vue qui nous intéresse. En effet, il résulte, 
de la statistique publiée par Marie et Beaussart, que la plupart 
des descendants des paralyliques généraux étaient atteints de 
débilité mentale, de dégénérescence, d’imbécillité, de mélan- 
colie, didiotie, d’épilepsie, par conséquent de manifestations 
dont le rapport direct avec la syphilis est loin d’étre établi. Un 
seul, parmi eux, était hérédosyphilitique et paralytique géné- 
ral (fille de pére et mére paralytiques). 

Enfin, on a invoqué en faveur de la théorie neurotrope /’ap- 
parition du tabes et de la maladie de Bayle chez des sujets 
contaminés a la méme source, par un méme virus & affinité 
nerveuse. Si les observations de ce genre sont peu nombreuses, 
elles n’en sont pas moins suggestives. ° 

En voici quelques-unes : 

Erb cite cing hommes, non apparentés, qui se sont infectés 
a la suite de rapports avec la méme prostituée et qui sont deve- 
nus paralytiques ou tabétiques. Nonne parle de trois amis qui 
sont devenus syphilitiques aprés avoir été en contact, la méme 
nuit, avec une fille publique; l’un d’eux eut le tabes et les deux 
autres la maladie de Bayle. Brosius observesept souffleurs de verre 
contaminés par un de leurs camarades, en se servant du méme 
chalumeau (infection buccale); deux devinrent paralytiques, 
deux autres tabétiques, dix ans aprés. Babinski mentionne lhis- 
toire de deux étudiants, liés par un certain degré de parenté, 
qui furent syphilisés en méme temps par une maitresse com- 
mune et qui devinrent paralyliques généraux quinze ans aprés. 
De son cété, Mott observe deux fréres de lait infectés par 
leur nourrice, atteints tous deux de méningo-encéphalite spé- 
cifique. Nous trouvons dans les observations recueillies par 
Marie et Beaussart de nouveaux faits du méme genre. II s’agit 
de deux jumeaux contaminés par une méme maitresse, devenus 
paralytiques généraux en méme temps et de deux autres fréres 
infectés & la méme source, dont l’un devint tabétique et Pautre 


paralytique. 
Enfin, on cite souvent les faits relatés par Morel-Laval- 
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Iée (1). « En mai 1870, une fille, Marthe X..., agée de dix- 
huit ans, contracte la syphilis et la transmet 4 son amant A..., 
étudiant en médecine, agé de vingt-deux ans. Ce dernier se 
sépare d’elle, néglige tout traitement pendant le siege et con- 
tinue ses études médicales. Au bout de trois ans, 4 la veille de 
terminer ses études, il est pris de douleurs de téte violentes. 
Son caractére s’aigrit, il ne peut plus supporter aucun bruit, 
ne veut plus voir personne, pousse des cris, maigrit. Sur les 
conseils du D? Duguet, qui diagnostique une méningite syphili- 
tique, il quitte Paris et meurt au bout de deux mois. 

« En 1871, la méme Marthe X... devient la maitresse d’un 
deuxiame étudiant en médecine B...,% qui elle communique la 
syphilis. Au bout d’un mois a peine, elle quitte B... pourun de 
sesamis C... et vit maritalement avec ce dernier pendant prés de 
quatre ans; pendant cette période elle fait deux fausses couches. 
Neuf ans aprés, C... commence a déraisonner, devient triste, 
sa parole s’embarrasse,: il a des terreurs, pas de délire bien 
franc. Le médecin aliéniste de |’Asile de la Lozére diagnos- 
tique paralysie générale progressive. Mort en 1882. 

« Quant a B..., il se marie et a deux enfants vivants et ro- 
bustes. Au bout de quinze ans, il commence a délirer, veut tuer 
ses enfants, est interné & Charenton, avec le diagnostic para- 
lysie générale, et meurt en 1888. » 

De ces trois malades, aucun ne s était soigné d'une facon 
sérieuse. Morel-Lavallée a appris plus tard que la méme fille 
Marthe avait contaminé un pharmacien D..., décédé de para- 
lysie générale en 1890, et E..., ingénieur, mort de folie syphi- 
litique. 

Le méme auteur cite deux autres observations, non moins 
intéressantes, relatées par W. B. Goldsmith, en 41885 : 
le mari et sa femme contractent tous deux la syphilis et 
sont atteints de P. G. huit ou dix ans plus tard. Un homme 
devient syphilique et transmet la maladie & sa femme, ainsi 
qu’a sa belle-sceur, agée de seize ans, qui demeurait avec 
eux. Le mari devint paralytique général six ans aprés la con- 
tamination, la femme huit ans apres et la belle-swur sept 
ans aprés (& l’dge de vingt-trois ans). 


(1) MoreL-Lavauiéz, Paralysie générale et syphilis. Reoue de Médecine, 1893. 
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On parle également du cas suivant : vers 1886, & Alger, 
quatre zouaves sont syphilisés le méme jour par la méme 
femme et acquiérent d’emblée une syphilis grave. Deux sont 
morts & Alger méme, en moins de deux ans; le troisiéme suc- 
combe a Paris, la troisiéme année, de paralysie générale A 
marche rapide; le quatriéme, de tabes avec cécité (service de 
Rendu, & Necker). 

Ces faits, quoique peu nombreux, tendent & prouver qu'un 
méme virus, puisé a la méme source, provoque tét ou tard, chez 
des sujets offrant aucun lien de parenté, des lésions nerveuses, 
tabes ou paralysie générale. De la & admettre qu'il s’agit d’une 
variété & part de tréponéme 4 affinité neurotrope spécifique, 
différent du spirochéte qui engendre la syphilis habituelle, il 
n’y a qu'un pas. II fut franchi par des observateurs tels que 
Erb, Nonne, Mott, devenus partisans de l’hypothése du neuro- 
tropisme, longtemps avant la découverte du Treponema palli- 
dum et sa constatation dans la corticalité cérébrale, le sang et 
le liquide céphalo-rachidien. 

Cette hypothése est cependant loin d’étre admise unanime- 
ment. On en trouvera la critique dans le rapport de Praurt (1), 
crilique basée surtout sur le petit nombre d’observations pro- 
bantes et sur l’explication que |’on peut en donner en faisant 
intervenir la simple coincidence. PLaur en propose une autre, 
& notre avis moins plausible, et qui peut étre résumée ainsi : 
les candidats a la paralysie générale et au tabes sont des sujets 
qui, dés le début, ont une facon anormale de réagir a Végard du 
virus syphilitique habituel, le seul existant d’ailleurs. Crest, 
comme on le voit, attribuer un mécanisme singuligrement 
obscur & des phénoménes qui s’éclaircissent autrement mieux 
ala lumiére de la conception neurotrope. D’ailleurs, le fait que 
les observations venant 4 Vappui de cette conception sont en 
nombre relativement restreint ne prouve rien; ces observations 
constituent quand méme un faisceau de preuves qui n’est 
pas négligeable et qui rend fort probable l’hypothése du neuro- 
tropisme. Et d’ailleurs, seule l’expérimentation peut préciser la 
part de vérité que contient cette hypothése. Que nous apprend- 
elle & ce sujet? 


(1) Puavr, déja cité. 
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Nous trouvant en possession de deux virus syphilitiques 
transmissibles en série chez le lapin, l'un provenant d’un sujet 
atteint de syphilis cutanée et muqueuse (virus de Truffi), 
l'autre de la paralysie générale, il nous a été possible de les 
comparer et de vérifier ainsi expérimentalement l’hypothése du 
neurotropisme. Pour la commodité de l’exposition, nous appel- 
lerons le tréponéme de la paralysie générale : vzrus newrotrope 
(V. N.) et le spirochéte de la syphilis habituelle : virus dermo- 
trope (Ve"D.). 

Nous avons exposé au début de ce mémoire histoire de 
notre virus neurotrope; quelques mots au sujet du virus der- 
motrope dont nous nous sommes servis sont nécessaires : 

Virus de Trufli (V. dermotrope) : Ce virus a été obtenu en 
juin 1908, par M. Truffi (4), en inoculant « dans le testicule 
du lapin de la sérosité obtenue par compression d’un chancre 
dgé de quatorze jours. Le chancre siégeait sur le prépuce, était 
typique, mesurait un centimétre et demi de diamétre. Aprés 
une incubation d’environ soixante jours, un syphilome fut 
constaté sur la.peau du scrotum. Présence de tréponémes ». 

Il s’agit donc d'un virus ayant, comme source, un accident 
primaire humain et qui fut entretenu pendant six ans par des 
passages réguliers sur le lapin. Nous le possédions au labora- 
toire depuis environ trois ans. Les passages étaient effectués 
de la maniére suivante : dés que le chancre scrotal offrait un 
développement suffisant (1 & 2 centimétres de diamétre), on 
Vexcisait et débitait en tous petits fragments de 1 millimétre 
de diamétre environ. Ces fragments étaient introduits au 
moyen d’une canule, sous la peau du scrotum du lapin (méme 
procédé que pour la greffe du cancer expérimental). 

Aprés une période d’incubation assez courte (deux & trois 
semaines), le greffon inoculé se développe rapidement, adhére 
d’une part a la vaginale, d’autre part au scrotum et commence 
i s'ulcérer. Il se forme ainsi un chancre de dimensions parfois 
considérables; son diamétre atteint le plus souvent 4 & 3 centi- 
métres; sa base est indurée, cartilagineuse, la partie ulcérée se 


> 


(1) Lettre de M. Truffi, datée du 25 mai 1914. 
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couvre de crodtes. L’examen & l’ultra-microscope montre, dés 
le début, de tres nombreux tréponémes. 

Cette lésion primaire, qui apparait rapidement et qui guérit 
également avec rapidité (deux & trois semaines), laisse aprés 
elle une cicatrice pigmentée. Nous n’avons jamais constaté de 


récidives, ni de généralisation, contrairement & Arzt et Mat- 
tauschek. 


COMPARAISON DES DEUX VIRUS, DERMOTROPE ET NEUROTROPE 


Nos études nous ont montré que les deux virus, dermotrope 
et neurotrope, loin d’étre identiques, offrent des dissem- 
‘blances marquées. Ces dissemblances sont de nature biolo- 
gique et anatomo-pathologique. Examinons-les en détail : 


1° Période d’incubation. — La période d’incubation qui pré- 
céde l’éclosion des lésions provoquées par le virus neurotrope 
est particuliérement longue. Ainsi que nous l’avons montré 
précédemment, cette période, lors de la premiére inoculation, a 
été de cent vingt-sept jours (plus de quatre mois). Plus tard, au 
fur et & mesure que les passages étaient effectués, cette durée 
devint plus bréve; toutefois, des incubations de 55, 60, 77 et 
9% jours furent relativement fréquentes, et, méme au troi- 
siéme passage, les lésions n’apparurent pas avant cing ou 
siz semaines. Il en est de méme de la durée de la période 
latente des lésions observées par d’autres auteurs, en inocu- 
lant au lapin le virus de la paralysie générale et du tabes, 
puisé dans le cerveau et le sang. Ainsi, dans les deux cas 
positifs de Noguchi, cette durée a été de quatre-vingt-sept et 
cent deux jours (virus cérébral de P. G.), dans ceux de Graves 
(virus sanguin), de sept & neuf semaines. 

Par contre, lincubation, lorsqu’il s’agit du virus dermotrope, 
est de beaucoup plus courte. En ce qui concerne la trans- 
mission directe de l’homme au lapin, nous yvenons de voir 
que la période latente, pour le virus de Truffi, a été d’environ 
siz semaines (au lieu de plus de quatre mois, dans notre cas). 
Elle fut de quarante-huit jours dans la série dont nous nous 
servons actuellement (virus Ravaut). D’un autre coté, tandis 


32 
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que, lors des passages consécutifts, incubation pour le virus- 
Truffi (dermotrope) s’abrége, au point qu’elle ne dépasse pas- 
quinze jours, cette incubation reste plus longue avec le trépo- 
néme neurotrope (43, 46, 49, 60 et 77 jours dans nos expé-- 
riences). 

On pourrait objecter que la durée exceptionnellement longue- 
de l'incubation pour le virus de la paralysie générale est due, 
non pas a des qualités inhérentes au germe, mais au nombre: 
restreint des spirochétes qui circulaient dans le sang injecté.. 
Nous ne pensons pas que cet argument soit valable. En effet, 
lorsque, au lieu de sang, on inocule de la matiére cérébrale,. 
ainsi que !’a fait Noguchi, on constate la méme lenteur dans- 
Péclosion des lésions. Or la matiére cérébrale renferme par- 
fois autant de tréponémes, sinon plus, qu’il y en a dans un 
suc de chancre ou dans un fragment de plaque hypertro- 
phique. D’un autre cdté, dans les lésions de P. G. expéri- 
mentale qui ont servi & nos passages, le nombre des spiro- 
chétes était considérable, et cependant la durée de la période 
d’incubation restait quand méme supérieure a4 celle enre- 
gistrée avec le virus de Truffi. 

Il y a donc lieu de conclure que /a durée de la période dincu- 
bation pour le virus neurotrope inoculé au lapin, qwil s'agisse de 
la premiere transmission (origine humaine), ou de passages 
ultérieurs, est sensiblement supérieure a celle qui précéde l'éclo- 
sion des accidents engendrés par le virus dermotrope. 


2° Aspect des lésions. — a) Av POINT DE VUE MACROSCOPIQUE : 
Le virus neurotrope engendre chez le lapin des lésions essen— 
tiellement superficielles, éGrosions plus ou moins étendues, cou- 
vertes de squames et entourées d’une zone d infiltration der- 
mique (Voy. fig. 1 et Pl. VIII, fig. 8 el 9). Jamais nous n’avons. 
observé, pendant les treize mois que nous avons conservé notre: 
virus, des accidents locaux comparables, méme de loin, A 
ceux provoqués par le virus dermotrope (Truffi ou Ravaut). 
A aucun moment nous n’avons remarqué les lésions uleé- 
reuses, indurées, 4 base cartilagineuse, couvertes de crotites,. 
intéressant & la fois le scrotum et la vaginale, qui caractéri- 
sent le virus de Truffi (Voy. fig. 2 et Pl. VIII, fig. 7). Il ne 
s'agissait pas non plus du nodule profond, adhérent a la vagi- 
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nale, devenant de plus en plus superficiel, envahissant la peau 
et s'ulcérant finalement, que nous voyons dans notre série 
actuelle de syphilis expérimentale du lapin. 

6) Av Port DE VUE microscopigue : Les altérations provoquées 
par le virus neurotrope sont constituées par un épaississement 
dermique et une infiltration & mononucléaires et a plasma- 


Fie. 1. 


zellen, ayant comme siége les papilles et les zones toutes 
superficielles du derme. L’épiderme est en voie de desquama- 
tion; il finit par s’ulcérer et l'ulcération a comme base les 
zones dermiques les plus proches de la couche de Malpighi. On 
constate peu de lésions d’endartérite, mais une péri-vascularite 
intense, sans obstruction des vaisseaux; ceux-ci sont dilatés 
(Voy. Pl. VIII, fig. 4, 5 et 6). 

Par contre, dans le chancre engendré par le virus Truffi, 
infiltration et ’endartérite sont de beaucoup plus marquées, 
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Venvahissement des tissus profonds plus intense. Toute une 
partie macroscopiquement cartilagineuse, et qui conslitue la 
base indurée du syphilome, montre des altérations vasculaires, 
des foyers d’infiltration & mononucléaires, des néo-formations 
conjonctives, aussi marqués que dans le plus induré des 
chancres humains (Voy. Pl. VIII, fig. 1 et 3). 

Enfin, ce qui est frappant, c'est la différence dans la topogra- 

phie des tréponémes, constatée sur coupes imprégnées & l’ar- 
gent. 
Dans les lésions @ virus neurotrope, les spirochétes montrent 
une affinité toute particuliére pour les épithéliums de la couche 
de Malpighi (Voy. PI. VIII, fig. 2). Les parasites pullulent de 
préférence au niveau des cellules épithéliales de |’épiderme, 
dissocient ces cellules, principalement celles de la couche 
basale et semblent méme les pénétrer. Par contre, dans le 
chancre de Truffi, les tréponémes, en plus grand nombre, sont 
répandus un peu partout. Ils se multiplient surtout dans les 
zones dermiques infillrées et autour des vaisseaux; leur topo- 
graphie est la méme que celle observée dans les syphilomes 
primaires humains, décrite par l'un de nous, en collaboration 
avec Roché (1). 

En résumé, tant au point de vue macroscopique, qu’au point de 
vue des caractéres microscropiques et de la topographie des trépo- 
némes, des différences frappantes existent entre les lésions pro- 
voquées chez le Japin par le virus neurotrope et celles engen- 
drées par le virus de la syphilis habituelle. Le tableau ci- 
dessous résume ces différences : 


VIRUS NEUROTROPE. VIRUS DERMOTROPE. 
MACROSCOPIQUEMENT : 
Erosion papulo-squameuse. ............. Chancre induré. 
MICROSCOPIQUEMENT : 


Epiderme.— Erosion, desquamation, lulcération légére. Ulcération profonde. 
Derme.— Lés. vasculaires, pas d’endartérite, périartérite Endo-et périartérite. 


Infiltration. (=P euvaccusée! +. ener anne ee Intense. 
Néoformation conjonct.— Nulle............ Intense. 
Distrib. des tréponémes. — Couche épithéliale.... . Couches profondes. 


Ajoutons que d’autres auteurs ont également constaté les 


(1) Levapirt et Rocus. La Syphilis, Paris, Masson (1909), 
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caractéres particuliers des altérations provoquées par le virus 
de la paralysie générale. Ainsi Volk et Pappenheim, de méme 
que Artz et Mattauschek (1), ont obtenu des efflorescences papu- 
liformes, en inoculant au lapin le liquide céphalo-rachidien des 
paralytiques, et non pas le chancre induré consécutif a Vinjec- 
tion du virus dermotrope & la méme espéce animale. 


Fic. 2. 


- 3° Evolution. — Le virus neurotrope se distingue du trépo- 
néme de la syphilis habituelle par le fait. que Jes altérations 
guil provoque chez le lapin ne quérissent qwavec une extréme 
lenteur. Chez ceux de nos animaux conservés jusqu’a leur gué- 
rison définitive, toute trace de manifestation locale n’avait 
définitivement disparu qu’aprés 89, 114, 161, 169, 195 jours 
ou plus. Cette durée est done sensiblement plus longue que 


(1) Déja cités. 
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celle du chancre scrotal de Truffi, du moins dans la généralité 
des cas. 


4° Virulence. — Méme différence frappante en ce qui con- 

. x . a x 
cerne le pouvoir pathogéne des deux virus pour des especes 
animales autres que le lapin. Nous avons éludié ce pouvoir en 


Fic. 3. 


expérimentant sur les singes inférieurs et sur le chimpanzé; un 
accident de laboratoire nous :a fourni loccasion, aussi regret- 
table qu’utile, d’apprécier la virulence des germes pour l'homme. 
Voici les détails de nos constatations : 


I. — Virus pERMoTROPE (TRUFrF1). 


1° SINGES InrERIEURS. — Macaccus cynomolgus n° 713 : Inoculé par scarifica- 
tion aux arcades sourciliéres, le 19 novembre 1913, avec du suc prélevé sur 
un chancre scrotal (lapin n° 19). Présence de tres nombreux tréponémes 
mobiles. Le 15 décembre, aprés une incubation de vingt-six jours, macules 
rouges a l’endroit de l'inoculation. La lésion s’ulcére le 16 et le 17 décembre 
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(présence de tréponémes). Elle guérit le 26 décembre. Durée totale : onze jours. 

Macaccus rhesus n° 464 : Inoculé au méme moment, de la méme maniére. 
Apparition de papules a l’endroit scarifié, le 14 décembre, aprés une incuba- 
tion de vingt-cing jours. Le 16 décembre, belle lésion papulo-crotiteuse bila- 
térale (Voy. fig. 3). Trés belles papules cuuvertes de crotites le 7 janvier 1914 
(Voy. fig. 4). Présence de tréponémes mobiles. Guérison complete le 20 janvier 
apres trente-sept jours. 

Macaccus rhesus n° 738 : Inoculé le 7 février 1914 avec du suc du chancre 


7) 


Fic. 4. 


du lapin n° 73 D, par scarification bilatérale a l'arcade sourcili¢re. Vingé- 
quatre jours aprés, nodule rougedatre a droite; ulcération assez étendue le 
38° jour. Guérison partielle le 11 mai. Mort accidentellement. 


20 SINGES ANTHROPOIDES. — Chimpanzé Héléne : Inoculé le 19 novembre 4913 
avec du suc de chancre riche en tréponémes, provenant du lapin n° 19, 
Début de la lésion locale le 3 janvier 1914, soit aprés une incubation de qua- 
rante-cing jours, sous la forme d’une rougeur, accompagnée de gonflement 
des. arcades. Le 6 janvier, petites excoriations couvertes de crottelles, sur- 
tout‘du coté gauche. Méme état le 7 et 8 janvier (Voy. fig. 5). Le 12 janvier, 
lésions ulcéreuses bilatérales, 4 base indurée. Ces lésions s’accentuent le 
5 février et se transforment en deux chancres typiques (Voy. fig. 6). Elles 
persistent le 15 mars et ne guérissent que longtemps aprés (durée de plus 
ale cent seize jours). 
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30 InrEctrosité pour L’somme. — Une personne, parmi celles qui ont pris part 
\ ces recherches, s’infecte accidentellement par piqare le 7 janvier 1914, 
avec du suc provenant du chancre du lapin n° 74 D, suc contenant de trés 
nombreux tréponémes mobiles. La piqtre avait comme siege le dos de la 
main. Le 20 janvier, soit treize jours aprés, V’examen du sang fournit un 
Wassermann négalif. Aucune lésion locale jusqu’au 31 janvier. A ce moment, 
on constate une macule légérement érythémateuse, devenue nettement 
papuleuse le 7 février, trenle et un jours aprés accident. Cette papule, lége- 


Fig. 5. 


rement indurée, est couverte de squames au centre (Voy. fig. 7). Wassermann 
négatif. Absence de ganglions et de manifestations secondaires. La lésion 
conserve le méme aspect le 24 février el ne palit que vers le 10 mars, soit 
trente-huit jours aprés le début. La réaction de Wassermann devient positive 
le 10 mars (elle était négative le 24 février), soit trente-huit jours apres les 
premiers indices de manifestation locale. Guérison compléte le 24 mars (a ce 
moment on ne constate qu’une simple tache pigmentaire). La lésion, exa- 
minée 4 plusieurs reprises, s’est montrée riche en tréponémes. Le sujet a 
été suivi de prés pendant plus de six mois. .4 aucun moment il n'a présenté 
des manifestations secondaires culanées ou muqueuses. Sa réaction est restée 
positive pendant tout le temps de l’observation (elle létait encore le 16 juin). 


Il résulte de ces constatations que le virus dermotrope conserve 
1 
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sa virulence pour les simiens inférieurs et les singes anthro- 
poides, méme apres un trés grand nombre de passages sur le 
lapin, effectués pendant la période de six ans écoulée entre 1908 
et 1914. Il continue a étre pathoyene pour U homme, malgré son 
adaptation sur le lapin, ainsi que le prouve l’accident regret- 
table dont nous venons d’énoncer l’histoire (1). 


Fic. 6. 


Toutefois cette pathogénéité parait étre atténuée pour lespéce 
humaine, silon tient compte de la légéreté de la lésion locale, 
de l'absence d engorgement ganglionnaire et de lapparition tar- 
dive de la réaction de Wassermann dans le sang (2). 

Etant donnée la virulence marquée, quoique atténuée, du 
virus dermotrope pour les singes et l'homme, il était du plus 
haut intérét d’apprécier cette virulence pour les paralytiques 

(1) Un accident semblable a été signalé en Allemagne. 


(2) On sait (Levapit1, Ravaur et Yamanoucnt) que la réaction de Wassermann 
deyient positive environ 75 jours aprés l’apparition du syphilome primaire. 
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généraux & antécédents syphilitiques incontestables, a réaction 
de Wassermann positive dans le sang et le liquide céphalo- 
rachidien. Forts des résultats négatifs fournis par deux inocu- 
lations consenties, faites sur d’anciennes syphilitiques, nous 
avons réalisé, apres avoir pris conseil de notre maitre, le 
D' Roux, deux déterminations de virulence sur des paraly- 
tiques généraux, non internés, & la derniére période. Il s’agis- 
sait de controler ainsi, avec notre virus de passage, les consta- 
tations déja anciennes de Krafft-Ebing (1), concernant la non- 
transmissibilité de la syphilis aux paralyliques généraux. Voici 
le détail de nos observations : 


Osservation I. — X..., 50 ans, antécédents spécifiques, atteint de paralysie 
générale : démence, inconscience, euphorie, embarras de la parole; satur- 
nisme. Inoculé par scarification au bras droit le 6 mars 1914 avec le virus 
Truffi, provenant du lapin 59/1. Présence de nombreux tréponémes trés 
mobiles. Réaction de Wassermann positive avant linoculation (sérum et 
liquide céphalo-rachidien), ainsi que le 22 avril et le 13 mai 1914. Léger éry- 
theme a l’endroit inoculé, le 12 mai (sixiéme jour), disparaissant quelques 
jours apres. Absence de tréponémes. Observé pendant soixante-seize jours, 
ce malade n’offrit aucune autre manifestation générale ou locale. 


OssErvation IJ. — Y..., 49 ans, syphilis en 1885, femme morte de P. G. 
Atteint de paralysie générale : incohérence, euphorie, dysarthrie, inégalité 
pupillaire. Wassermann positif le 13 mai 1919. Inoculé par scarification au 
bras droit, le 6 mai 1914, avec le virus Truffi provenant du lapin 59/1. Pré- 
sence de nombreux tréponémes: Réaction de Wassermann positive avant 
Vinoculation (sérum et liquide céphalo-rachidien). Le 6° jour, érytheme le 
long des stries, avec trés légére infiltration sous-jacente. Absence de trépo- 
nemes. L’érythéme disparait totalement le 7¢ jour. Observé pendant soixante- 
seize jours. Aucune manifestation ni locale, ni générale. : 


Ces deux inoculations de contréle montrent que de virus der-- 
motrope de passage (virus Truffi), pathogéne pour le lapin, les 
simiens inférieurs, les antlropoides et ’homme (pathogénéité 
alténuée), est totalement dépourvu de virulence pour les para- 
lytiques généraux & réaction de Wassermann positive. Ces 
données, conformes & celles de Krafft-Ebing, prouvent que. /es 
sujets atteints de la maladie de Bayle, porteurs de tréponémes a 
localisation cérébrale et sanguine, offrent une immunité cuta- 
née marquée vis-a-vis du virus dermotrope de passage. 


(1) Krarrr-Exinc. Congrés de Moscou, 1897. 
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TH]. — Virus nevrorrops (Levapir: et Marin). 


10 VIRULENCE POUR LES SINGES INFERIEURS. — Macaccus rhesus n° 748 : Inoculé 
par scarification aux deux arcades sourciliéres, avec du suc provenant des 
lapins 21, 24 et 26, porteurs de iésions 4 virus neurotrope (premier passage). 
Le suc renferme de nombreux tréponémes mobiles. Aucune manifestation 
generale ni locale pendant les cinquante-quatre jours d’observation. 

Macaccus rhesus n° 749 : Ineculé au méme moment et de la méme maniere 
que le précédent. Méme résultat négatif apres cent vingt-sept jours. 


2° SINGES ANTHROPOIDES. — Chimpanzé Thérése : Inoculé au méme moment et 


de la méme maniére que les précédents. Aucune munifestation ni locale, ni 
générale. 


Il résulte de ces expériences que, contrairement au virus 
dermotrope, le germe neurotrope de la paralysie générale est 
dépourvu de virulence pour les singes inférieurs et les anthro- 


Fic. 7. 


poides, lorsque, aprés un seul passage sur le lapin, on anocule 
par scarification cutanée a ces espéces animales. A remarquer 
que le premier de ces virus est encore manifestement patho- 
gene, malgré ses innombrables passages sur le lapin, tandis 
que le tréponéme de la paralysie générale est inoffensif, dans 
les mémes conditions, quoiqu’il n’ait subi qu’un seul passage. 

En présence de ces constatations, il devenait éminemment 
important de savoir ce qui arriverait si on inoculait notre 
virus neurotrope par vote cutanée a l'homme. L’absence de tout 
pouvoir pathogéne manifeste pour les singes inférieurs et les 
anthropoides détermina un des collaborateurs qui ont participé 
a ces recherches de se préter & l’expérience. Voici le résultat 
enregistré : 

X..., aucun antécédent syphilitique, réaction de Wassermann négative. Le 


40 mars 1914, on procéde a l'inoculation par scarification au bras droit, avec 
le suc riche en tréponémes prélevé sur le lapin n° 24 (premier passage). 
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Aucune réaction ni générale ni locale pendant de longs mois d’observation . 
R. de Wassermann négatif le 43e jour. Actuellement, cing ans apres cette 
tentative, le sujet ne montre aucun trouble pouvant étre attribué a Vino- 
culation du virus neurotrope. La réaction de Wassermann élait encore négative 


le 10 septembre 1919. 
4 


Cette expérience montre que le virus neurotrape de passage 
(lapin), inocwlé par scarification cutanée, est dépourvu de 
virulence non seulement pour les singes inférieurs et les anthro- 
poides, mats aussi pour [homme. 

A fortiori, est-i/ non virulent pour les paralytiques généraux 
en puissance d’infection et a Wassermann positif dans le sang 
et le liquide céphalo-rachidien. C'est ce que prouvent les obser- 
vations suivantes : 


Ossrrvation I. — X... (Voy. observation page 766). Inoculé par scarification 
au bras gauche avec du virus neurotrope pris sur le lapin n° 80 F (2° pas- 
sage), le 6 mai 1914. Léger érythéme pale le 6° jour. Cet érythéme disparait 
quelques jours aprés. Aucune manifestation locale el générale dans la suite. 

OsservatTion II. — Y... (observation page 766). Inoculé au méme moment, de 
la méme maniére. Méme résullat négatif (1). 


Conctusions. — Des différences fondamentales existent entre 
le virus dermotrope et neurotrope de passage, en ce qui con- 
cerne leur virulence pour les singes inférieurs, les anthro- 
poides et Thomme. Déja d’une pathogénéité inégale pour le 
lapin, en ce sens que le germe neurotrope engendre des lésions 
apparaissant tardivement, & intensité modérée, & évolution 
lente, par conséquent dénotant une virulence moins marquée 
que celle du virus dermotrope, ces deux virus sont encore plus 
dissemblables lorsqu’on considére leur activité pathogéne pour 
le singe et ’homme. Tandis que le tréponéme de la syphilis 
habituelle engendre chez les simiens inférieurs et le chimpanzé 
un chancre spirochétien typique, et provogue chez [homme une 
lésion locale papulo-squameuse a tréponémes, non accompagnée 
de manifestations générales, mais suivie d’un Wassermann 
positif, quoigue tardif, le germe de la paralysie générale, ino- 
culé de la méme maniére, se montre totalement inoffensif. 


(1) Quelques essais dinoculation du virus neurotrope sous la dure-mére 
et dans le cerveau du singe et du lapin, faits en 1914, sont restés infruc- 
tueux. De nouvelles expériences sont actuellement en cours. 


Te ae ee wee 
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* 
* * 


Les différences entre les deux trépontmes, manifestes lors- 
qu’on considére leurs propriétés pathogénes pour le singe et 
l'homme, deviennent plus frappantes encore quand on réalise 
des expériences @immunité croisée chez le lapin. 

Nous nous sommes inspirés des études sur l’immunilé croisée 
entreprises avec le spirille des diverses fiévres récurrentes, 
africaine, américaine et européenne. Ces: études ont montré 
que malgré la ressemblance morphologique entre les germes 
qui engendrent ces fiévres récurrentes et le méme aspect cli- 
nique de la maladie, les spirilles qui les provoquent ne sau- 
raient étre considérés comme identiques. En effet, les animaux 
qui guérissent de la récurrente africaine et acquiérent ainsi 
une immunité solide contre le spirille de cette infection conti- 
nuent a étre sensibles 4 l’égard du virus de la récurrente amé- 
ricaine ou européenne. Les germes qui engendrent ces spiril- 
loses, tout en appartenant au méme groupe, doivent donc étre 
considérés comme des variétés & part. 

Or on sait que les lapins qui guérissent de la syphilis 
expérimentale due au virus syphilitique de passage (dermo- 
trope) deviennent réfractaires & l’égard d’une seconde ino- 
culation d’épreuve. Si les deux tréponémes, celui de la syphilis 
habituelle et le neurotrope étaient identiques, cet état réfrac- 
taire devrait se manifester, non seulement & |’égard du germe 
dermotrope, mais aussi vis-a-vis du spirochéte de la paralysie 


- générale. Que cette immunité croisée ne s’exerce pas, qu’en 


d'autres mots des lapins guéris du virus de Truffi et vaccinés 
contre ce virus contractent les altérations papulo-squameuses de 
la paralysie générale et inversement, on sera autorisé ad con- 
clure en faveur de la dissemblance biologique des deux para- 
sites. Que répond l’expérience a ce sujet? 


Expérience I. — On se sert de deux lapins guéris, l’un d’un chancre Truffi, 
l'autre des lésions papulo-squameuses provoquées par le tréponéme de la 
paralysie générale. 

Lapin Truffi n° 65 F. — Inoculé le 3 janvier 1914, chancre bien développé 
le 3 février. Guéri le 3 avril. 

Lapin P. G., n° 24 F (premier passage). — Inoculé le 8 novembre 1913, 
lésions papulo-squameuses le 10 février 1914. Guéri apres le traitement par 
le 606, le 20 février. 
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* Le 3 avril 1914, on inocule le lapin n° 65 F (Truffi) et deux témoins (63 I et 
64 I) avec du virus P. G. (lapin 26 E); on pratique la méme inoculation au 
lapin n° 24 E (P. G.) avec du virus Truffi, prélevé sur le lapin de pas- 
sage 86 H (tréponémes tres nombreux), en méme temps qn’a quatre témoins. 
(59, 60, 61 et 62). 

Résuttar. — Témoins : a) Série Taurer. — Chancres de dimensions inégales, 
mais prononcées, aprés une incubation de vingt-trois jours. Présence de 
nombreux tréponeémes. 

b) Série P. G. — Lésions papulo-squameuses avec tréponémes, aprés une 
incubation de quarante-neuf et soixante jours. 

Lapin n° 24 E, vacciné contre P. G., contracte la syphilis Truffi (beau chancre 
spirochétien) aprés une incubation normate de vingt-irois jours. 

Lapin n° 65 F, vaceiné contre Truffi, montre des lésions papulo-squameuses 
caractéristiques du virus neurotrope aprés une incubation de cinquante jours. 


Expérrencr I]. — Dans cette expérience, nous avons eu soin d’éprouver la 
sensibilité de nos lapins guéris et réfractaires, simultanément avec les deux 
virus, en pratiquant linoculation de chacun d’eux dans lun des testicules. 

Lapins guéris. — 1° Virus Truffi : a) Lapin no 92 H. — Inoculé avec du virus 
de passage le 6 mars. Chancre bien développé et riche en tréponémes le 
3 avril, soit aprés vingt-huit jours. La lésion est en voie de guérison le 
29 avril; on achéve cette guérison par une injection de salvarsan (0,03 p. 1.000), 
le 29 avril. Le 4 mai, guérison complete. 

b) Lapin n° 95 H. — Méme inoculation, méme traitement. Guéri le 4 mai. 

c) Lapin ne 93 H. — Méme inoculation, méme évolution. Guérison spon- 
tanée le 29 avril. 

2° Virus P. G.: Lapinn? 21 E. (premier passage). Inoculé le8 novembre 1913, 
guéri spontanément le 114¢ jour. 

Lapin n° 23 E (premier passage). Inoculé au méme moment, en voie de 
guérison le 27 avril. On achéve cette guérison par une injeclion de salvarsan 
(0,03 p. 4.000). 

Le 7 mai, on éprouve la sensibilité de ces lapins, en leur inoculant, dans 
le testicule droit, du virus Truffi (lapin 59 1, nombreux spirochétes), dans le 
testicule gauche, du virus P. G. (lapin 80 F, deuxieme passage, nombreux tré- 
ponémes). De plus, quatre lapins témoins servent de controle pour chacun 
des virus inoculés. 


Résuttat. — Témoins Truffi: Chancres bien développés le 2 juin, vingt- 
six jours aprés Vinoculation. ; 

Témoins P. G. : Lésions papulo-squameuses chez trois des quatre animaux 
injectés, aprés une incubation de drente-six, quarante-trois et quarante- 
six jours. 

Lapins guéris. 1° Virus Truffi : Lapins 92 H. — 1° Testicule droit, inoculé avec 
le virus homologue Truffi : aucune lésion; testicule gauche, inoculé avec le virus 
hétérologue P. G. : lésions papulo-squameuses le 8 juillet, soit sotrante-deux 
jours aprés Vinoculation. 

Lapin 95 H. — Testicule droit, inoculé avec le virus homologue Truffi : petite 
lésion ulcéreuse trés tardive, sans trépontme; festicule gauche, inoculé avec 
le virus hélérologue P. G. : lésion squameuse le 19 juin, qui disparait dans la 
suite. 

Lupin 93 H. —Testicule droit inoculé avec le virus homologue Truffi: récidive 
de l'ancienne lésion Truffi, apparue sur la cicatrice du premier chancre, 


— .- 
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récidive constatée dés le 16 mars, soit neuf jours aprés la nouvelle inocula- 
tion; cette récidive persiste jusqu’au 8 juillet, lorsqu’on procéde & son extir- 
pation. Aucune altération visible au point inoculé avec le virus Truffi; 
testicule gauche, injecté avec le virus hétérologue P. G. : lésions papulo-squa- 
meuses typiques, contenant des tréponémes, le 8 juillet, soit soixante-deux 
jours aprés Vinoculation. 

2° Virus P. G, : Lapin 21 E. — Testicule droit, inoculé avec le virus hétérologue 
Truffi : chancre manifeste le 22 mai, aprés une incubation de quinze jours, 
contenant de nombreux tréponémes. Ce chancre atteint des dimensions 
considérables le 7 juillet; testicule gauche, injecté avec le virus homologue P. G.: 
aucune lésion apparente jusqu’au 27 juillet. 

Lapin 23 E.—Testicule droit, inoculé avec le virus hétérologue Truffi (le 9 juillet) : 
chancre syphilitique avec spirochétes nombreux le 27 juillet; testicule gauche, 
injecté avec le virus homologue P. G. : résultat inutilisable, 4 cause de la réci- 
dive tardive des lésions papulo-squameuses. (A remarquer que cet animal a 
été guéri par injection de 606, par conséquent son immunité pourrait n’étre 
que partielle). 


Ces expériences permettent de conclure que les animaux qui 
guérissent, apres avoir présenté les lésions locales provoquées sort 
par le virus dermotrope, soit par le germe neurotrope, et qui, de 
par ce fait, ont acquis un état réfractaire a légard du trépo- 
neme homologue, continuent a étre réceptifs vis-a-vis du virus 
hétérologue. Il en résulte qu’entre le spirochéte de la syphilis 
habituelle (virus dermotrope) et celui de la paralysie générale 
et du tabes (virus neurotrope), il y a des dissemblances au 
moins aussi marquées qu’entre le spirille de Dutton et celui 
d’Obermayer, agents pathogénes de la fiévre récurrente afri- 
caine et européenne. 

Le tréponéme de la paralysie générale doit done étre considéré 
comme une variété différente du spirochéte de la vérole cutanée 
muqueuse et viscérale. ; 


* 
x * 


Considérations générales. — Les faits exposés dans ce 
mémoire montrent qu’entre le tréponéme de la syphilis habi- 
tuelle et le spirochéte des lésions post-syphilitiques cérébrales 
et médullaires, tel qu’on l’obtient du sang des paralytiques 
généraux (et probablement aussi de leur cerveau), il y a des 
différences frappantes, tant au point de vue biologique qu’au 
point de vue des lésions qu’ils engendrent chez l'homme et les 
animaux. Ces différences persistent, malgré un nombre plus ou 
moins grand de passages sur le lapin. Elles se traduisent : 
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1° Par la durée de Vincubation, de beaucoup plus longue 
pour le tréponéme neurotrope ; 

2° Par les caractéres des manifestations que les deux germes 
provoquent chez le lapin : chancre induré avec le spirochéte de 
la syphilis habituelle, lésions papulo-squameuses avec le 
microbe neurotrope ; 

3° Par les particularités microscopiques de ces lésions : 
affinité épithéliale marquée du germe neurotrope, altérations 
vasculaires et sclérogénes de beaucoup plus accentuées avec 
le virus dermotrope ; 

4° Par Vévolution des papulo-squames, dues & la pullulation 
du spirochéte de la paralysie générale chez le lapin: évolution 
lente, guérison spontanée tardive, récidive au bout d’un temps 
parfois trés long ; 

5° Par le pouvoir pathogéne de ces germes : virulence mar- 
quée pour les singes inférieurs, les simiens anthropoides et 
homme, du tréponéme dermotrope, pathogénéité nulle, par 
inoculation culanée, du spirochéte de la paralysie générale; 

6° Enfin, par le fait que les animaux guéris des lésions 
provoquées par l'un des tréponémes et qui, de par ce fait, 
ont acquis un état réfractaire & Végard de ce tréponéme, 
continuent, dans la généralité des cas, & étre réceptifs pour 
lautre spirochéte. 

Si, donc, certains syphilitiques montrent tot ou tard des 
symptomes de paralysie générale ou de tabes, c'est qu’a un 
moment donné, au cours de l’évolution de leur maladie, ils se 
trouvent infectés par un tréponéme a affinité élective pour les 
centres nerveux. Combien, parmi les sujets contaminés de 
vérole, voient leur infection se terminer par des complications 
tardives encéphalo-médullaires? Il est impossible de le déter- 
miner avec précision, mais la proportion des paralytiques ne 
doit pas dépasser 1 & 2 p. 100. C’est le chiffre que donne Plaut, 
se basant sur la slatistiyue publiée par Matthes, qui comporte 
un grand nombre de syphilitiques traités dans la méme cli- 
nique et suivis pendant vingt ans. C’est, & peu de chose pres, 
le chiffre des manifestations tertiaires chez les spécifiques 
(de 3,3 p. 100 & 7,4 p. 100, par Schalko). 

La question est de savoir si ces syphilitiques, voués au tabes 
et & la paralysie générale, sont contaminés dés le début par une 


ee ee 


ee Pe ee 


a 


Ye SS ee ee 


ETUDE SUR LE TREPONEME DE LA PARALYSIE GENERALE 773 


variélé a part de tréponeme, ou bien si cette variété se crée ulté- 
rieurement, par suite dune adaptation progressive, due précisé- 
ment a sa vie dans les centres nerveux. Le probleme n'est pas 
facile & résoudre, attendu que les études comparatives ne peu- 
vent porter que sur le germe isolé du cerveau ou du sang de 
malades en pleine évolution de leur parasyphilis, et non pas 
sur des tréponémes puisés dans un organisme en route vers la 
paralysie générale. 

Toutefois, certaines des observations citées au cours de ce 
mémoire tendent a prouver que les différences dont il est ques- 
tion plus haut doivent exister dés l’origine de l'infection. 
Citons, entre autres, |’évolution particuliére de la syphilis, 
cutanée et muqueuse chez les paralytiques généraux, la rareté 
des accidents tertiaires chez ces malades, l’apparition excep- 
tionnelle de la maladie de Bayle chez les tropicaux & syphilis 
généralement trés grave, la contamination & la méme source , 
d'individus chez lesquels la vérole se termine par des accidents 
encéphalo-médullaires. 

A notre avis, les deux hypothéses, celle de la différenciation 
initiale primitive et celle de lVadaptation progressive, loin 
d’étre incompatibles, s’associent au contraire pour expliquer 
encore mieux les particularités du virus neurotrope. Pour nous, 
parmi la multitude de germes syphilitiques, morphologique- 
ment identiques, mais de virulence inégale, qui assurent la 
transmission de la vérole dans les contrées civilisées, par 
conséquent infectées de longue date, il en existe qui se dis- 
tinguent par une aptitude plus grande a se localiser dans les 
centres nerveux. Cela ne veut pas dire quils soient totalement 
incapables de se fixer sur lectoderme ou sur certains autres 
viscéres, hormis l’axe cérébro-spinal, loin de la; autrement, on 
ne comprendrait pas leur transmission d’un individu & un 
autre, transmission qui ne peut s‘effectuer que par la voie 
cutanée, muqueuse ou sanguine (héréditaire). Toutefois, leur 
faculté d’engendrer les lésions de la peau et des muqueuses 
parait d’emblée peu marquée, témoins les accidents plus 
fugaces, plus légers enregistrés chez les futurs paralytiques et 
tabétiques. 

Cette variété de tréponéme a aptitude neurotrope ne tarde 
pas a se transformer en une autre dont Vaffinité pour le cerveau 


b 
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ou la moelle devient de plus en plus marquée, voire méme exclu- 
sive, cela au fur et d mesure que les germes vivent et pullulent 
au contact de la substance encéphalo-médullaire. Et c'est préct- 
sément cette derniére variété que nous avons eue entre les mains 
et que nous avons pu comparer avec le virus dermotrope. 

Ce qui, d’aprés nous, montre d’une fagon péremptoire que la 
dissemblance entre les deux virus n’est pas aussi profonde, 
lors de la contamination initiale, que lorsque Ja paralysie 
eénérale ou le tabes ont atteint leur plein développement, c'est 
que le tréponéme, destiné a devenir neurotrope, vaccine ’homme 
contre la syphilis cutanée et muqueuse, tandis que le germe, 
déja devenu neurotrope, Nimmunise plus le lapin a Cégard du 
sptrochéte de Truffi. Nous en avons la preuve dans les expé- 
riences de Krafft-Ebing et les nétres, ayant trait a l'état réfrac- 
taire des paralytiques généraux vis-a-vis d’une réinfection 
-avec du virus primaire ou du virus dermotrope de passage; 
nous avons montré, d’autre part, que les lapins guéris de la 
lésion P. G. contractaient, aussi bien que les témoins, le 
chancre Trurrt. 

En somme, l’éclosion des troubles dits « parasyphalitiques » 
nous apparait comme étant due a la contamination, a des 
sources spéciales, par une souche de tréponéme a aptitude neu- 
rotrope plus ow moins marguée, sowche capable de sadapter 
facilement aux centres encéphalo-médullaires, voire méme a se 
transformer a la longue en une variété a caractéres fixes, a 
neurotropasme pour ainsi dire exclusif. 

Ce neurotropisme peut étre a ce point prononcé, que les 
lésions engendrées par cette variété dams !’écorce cérébrale et 
Ja moelle n’ont plus rien de commun avec elles que les ana- 
tomo-pathologistes considérent comme caractéristiques pour la 
syphilis. En effet, tous ceux qui ont étudié de prés l’histologie 
pathologique de la paralysie générale, Niss] (4), Alzheimer (2), 
Binswanger (3), Ballet (4), entre autres [voir le rapport docu- 
menté de Fischer (5)] ont été frappés du peu de ressemblance 


) Nissu. Histol. u. histopath. Ard. iber die Hirnrinde, t. 1. 

) Auznemer. Histol. u. histopath. Arb. tiber die Hirnrinde, t. 1. 
(3) Bunswancer. Virch. Arch., t. CLIV. 
(4) 
(5) Fiscapr. Rapport au Congres annuel de la Société : 

) PISCE fs é alle S 
psychiatrie, 1969, Cologne et Bonn. ye ir die 
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quil y a entre les altérations proprement dites syphilitiques 
du cerveau (endarlérite, comme, méningite spécifique) et celles 
qui caractérisent la maladie de Bayle. Ceci est & ce point vrai, 
qu’avant la découverte du tréponéme neurotrope dans l’encé- 
phale des paralytiques généraux, Fischer, apres une étude 
approfondie de la question, concluait en ce sens: « La pa- 
ralysie générale progressive ne saurait élre considérée,. au 
point de vue anatomo-pathologique, comme une lésion syphi- 
litique directe du cerveau » (Voir également Klipel). 

Ajoutons que la question qui fait le sujet du présent travail 
est devenue plus actuelle depuis 1914. De nombreuses com- 
motions de guerre, de méme que certains accidents du travail, 
_semblent montrer que des syphilis nerveuses, en apparence 
silencieuses, peuvent accélérer leur évolution et se transformer, 
a bréve échéance, en des paralysies générales galopantes. Cela 
montre, dans notre hypothése, que /a diminution de la résis- 
tance centrale cérébro-spinale peut favoriser la pullulation 
locale d'un virus neutrope latent. 


Nous nignorons pas les difficultés du probleme que nous 
avons tenté de résoudre, ni les lacunes du présent travail. 
Beaucoup d’autres questions restent encore a élucider et, 
parmi elles, une des plus importantes-est celle qui a trait a 
Linefficacité des divers traitements antisyphilitiques apphqués, 
aux paralytiques généraux et aux tabétaques. Nous reviendrons 
sur ces divers points dans des publications ultérieures. Disons, ' 
pour linstant, que l’étude du mécanisme qui préside a cette 
inaction de la thérapeutique spécifique a été ébauchée par 
nous déja en 1914. Elle nous a montré que inefficacité en 
question n'est pas due a Varséno-résistance du virus neurotrope, 
puisque des lapins infectés avec ce virus ont été guéris, aussi 
bien que les animaux porteurs de chancres Truffi, par une 
injection intraveineuse d’arsénobenzol (V. exp. II, ci-dessus). 

Le mécanisme parait donc étre tout autre, ainsi que nous 
aurons l’occasion de le montrer prochainement. 


Paris, 27 aout 1919. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE VIII 


Fic. 1. — Coupe de chancre Truffi (virus dermotrope). Coloration a l’hema- 
téine-éosine. m, m!, fibres musculaires; i, zone (d infiltration profonde a 
mononucléaires; c, tissu conjonctif. La coupe intéresse la base indurée 


' 70 
du chancre. Grossissement: veo ; 


Fic. 2. — Coupe de papule squumeuse scrotale, virus de la paralysie générale q 
(virus neurotrope). Imprégnation A l'argent. ¢, couche cornée; m, couche de 
Malpighi; s, spirochétes autour des cellules épidermiques; d, papilles der- 


‘ F 700 
miques. Grossissement : - 


Fic. 3. — Coupe de chancre Truffi (virus dermotrope). Coloration a Phéma- 
léine-éosine. u, ulcération et crotite; e, épiderme; 7, zone d@’infiltration limi- 
tant Vulcération; g, glande; n, foyer d’inflammation & mononucléaires, a 
disposition péri-vasculaire, constituant la base indurée du chancre. Grossis- 


60 
sement : A 


Fic. 4. — Coupe de papule squameuse scrotale; virus de la paralysie générale. 
Coloration au Van Gieson. e, épiderme; g, glande; i, papilles dermiques 
infiltrées; v, vaisseaux dilatés et entourés de mononucléaires; /, trainée 
inflammatoire le long d'un interstice conjonctif; c, tissu conjonctif du derme. 


a , 0 
Grossissement : i . 

Fie. 5. — Coupe de papulo-squame scrotale: virus de la paralysie générale. 
Coloration par la méthode de Mann. ¢, couche cornée; e, épiderme; n, zone 


Vinfiltration dermique; v, vaisseaux dilatés et entourés de lymphocytes et 
. 


70 
de plasmazellen; g, glande. Grossissement : ve 


Fic. 6. — Coupe de papulo-squame scrolale; virus de la paralysie générale. 
Coloration au bleu de méthyléne-éosine. v, vaisseau dilaté, avec périvascu- 
larite constituée par des lymphocytes et des plasmazellen (l); e, paroi vas- 


; 450 
culaire. Grossissement : ree . 


Pic. 7. — Chanere Truffi (virus dermotrope). Scrotum du lapin. 
Fic. 8. — Papulo-squames scrotales du lapin (virus neurotrope). 


Fig. 9. — Lésions provoquées par le virus de la paralysie générale ches le lapin. 
Scrotum du lapin. 
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par Prrrre THOMAS. 


La levure n’utilise l’azote des corps azotés complexes comme 
les protéiques, les peptides, les acides aminés, qu’apres avoir 
détaché cet azote sous forme d’ammoniaque. Parmi les corps 
organiques les plus susceptibles de fournir leur azote sous cette 
forme, les amides se placent au premier rang. J’ai cherché si 
la levure peut construire ses protéiques lorsque l’azote lui est 
donné exclusivement sous forme amidée, et si elle s’accom- 
mode d’une telle alimentation. 

De trés nombreux expérimentateurs ont montré déja que 
Vasparagine est un excellent aliment azoté pour la levure et 
«pour beaucoup d'autres microorganismes. Mais l’asparagine est 
un corps a fonction multiple, & la fois amide par son groupe- 
ment terminal — CONH? et acide aminé par l’acide aspartique 
dont elle dérive. Il faut bien avouer aussi que tant de rensei- 
enements souvent contradictoires ont été accumulés sur le réle 
de l’asparagine vis-a-vis de la levure qu’il devient bien difficile 
de s’y reconnaitre ; il ne faut pas songer 4 dégager le réle du 
groupement amidé de l’asparagine dans toute celte confusion. 

Il est préférable de choisir une amide plus simple comme 
matériel d’étude; l'urée, si facilement attaquée par les orga- 
nismes qui se développent dans l’urine et transformée par eux 
en carbonate d’ammonium, comme l’ont montré les recher- 
ches classiques de Van Trecnem (1), était tout indiquée. J'ai 
donc commencé par étudier les cultures de levure sur milieux 
& urée; je me suis naturellement attaché a déterminer, par 
des analyses précises, les variations du sucre et de l’azote, la 
quantité de végétal formé, etc. La levure, en raison de sa cul- 
ture facile et de son isolement commode par simple filtration, 
se préte parfaitement a toutes les déterminations analytiques ; 
on peut en particulier en déterminer la quantité par simple 


(1) Van Tizcuem. Thése, Paris 1862. 
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pesée. De plus, son développement est extrémement rapide et 
sa plasticité vis-a-vis des divers milieux est considérable. 

La levure est un végétal qui prolifére et se développe dans 
le milieu de culture, ef qui fait un choix, parmi les sources 
d’azote qu’on lui offre, pour la construction de ses lissus. Cul- 
tivée avec un acces plus ou moins limité d’air, elle fait fer- 
menter le sucre et semble proliférer d’autant moins qu'elle se 
montre un ferment plus énergique; on a done a distinguer 
entre la levure végétal et la levure ferment. Telle source d’azote 
qui favorisera la multiplication du végétal pourra en revanche 
étre moins favorable & son « pouvoir ferment », soit que le 
protoplasma qu’elle contribue & former ne puisse produire une 
zymase aussi active ou aussi abondante, soit que le sucre fourni 
& la plante en méme temps que cette source dazote soit sur- 
tout utilisé & la construction de nouveaux tissus. 

Etant donné le but poursuivi, il est évident que nous devons 
nous occuper avant tout de la levure végétal. Bien mieux, nous 
nous efforcerons de nous placer dans les conditions jes plus, 
favorables & son développement, tout en éliminant autant que 
possible Vaction de Valiment azoté étudié sur le pOmnea: fer- 
ment. 


Dispositif expérimental employé. 


Pasteur a montré que l’on peut expérimenter avec la levure 
sans qu’elle agisse comme ferment alcoolique d’une maniére 
appréciable lorsqu’on opére en couche extrémement mince, de 
facon & produire Je maximum d’aération (1). En poussant & 
Pextréme sa méthode, il a pu, en opérant dans une cuvette 
plate ot le liquide avait une épaisseur de deux & trois milli- 
métres, obtenir en 48 heures un poids de 0 gr. 127 de levure 
pour f gr. 04 de saccharose disparu, soit un rapport de 1/8 
(en arrétant l’expérience aprés 24 heures, le rapport pouvait 
méme atteindre 1/4); la quantité d’alcool Dred anes était inap- 
préciable. 7 

Je me suis inspiré de ces expériences et, sur les conseils de 
Ducuavx, j’ai opéré dans de grands ballons Fernsacu, a fond 
plat et & tubulure latérale. Ces ballons sont tels qu’on y peut 


(1) Pasteur. Etudes sur la Biére, Paris 1876, p. 229 et suiv. 
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placer 250 & 300 cent. cubes de liquide de culture sans que 
l'épaisseur dépasse un centimetre. Enfin, en exercant une 
aspiration par la tubulure latérale, on peut y faire circuler un 
courant d'air qui augmente encore l’aération. 

Il va sans dire que ces expériences ont été faites avec des 
levures pures et des milieux stérilisés au préalable, de maniére 
ase mettre a l’abri de toute contamination accidentelle. 

En raison de la nature des aliments azotés en expérience, la 
stérilisation et la préparation des milieux de culture ont été 
faites, pour les expériences définitives, avec les précautions 
suivantes (1), dont les recherches qui vont étre exposées ont 
démontré la nécessité : 


J'ai toujours opéré avec des solutions artificielles formées de sels miné- 
raux, de sucre et de l’aliment azoté choisi, afin d’éviter lés corps mal définis 
dont l’action vient interférer avec celle des substances éludiées. La solution 
minérale, faite avec de l'eau ordinaire (qui apporte avec elle une certaine 
proportion de chaux utile a la levure), contient 2,5 p. 1.000 de phosphate 
bipotassique PO‘K?H et 0,5 p. 1.000 de sulfate de magnésium. On y dissout 
une certaine quantité de glucose pur (et non de saccharose pour éviter a la 
levure l’interversion de ce dernier) et on l’introduit par portions de 300 cent. 
cubes, mesurées exactement, dans des ballons Frrnpaca a fond plat eta 
tubulure latérale, oti la solution occupe une épaisseur ne dépassant pas un 
centimétre. Aprés stérilisation 4 autoclave, 4 une température de 110°, et 
refroidissement, on introduit, en prenant les précautions d’asepsie conve- 
nables, la quantité yvoulue d'une solution de la substance azotée en expé- 
rience, préalablement stérilisée par filtration a la bougie Cuampertann. Cette 
précaution est nécessaire, parce que la plupart des amides sont hydrolysées 
par le chauffage de leurs solutions a lautoclave. 

D’autre part, on prépare une culture pure de levure (2) dans un milieu 
quelconque, tel que Yeau de touraillons sucrée. Lorsque la fermentation est 
terminée, lalevure se dépose; on décante le liquide, on délaie 4 deux reprises 
le dépot dans un peu d'eau stérile que Yon décante rapidement, et on ense- 
mence avec une quantité exactement mesurée de l’émulsion de levure, 
rendue homogéne par agitation. Une quantité égale étant versée sur un filtre 
taré, on peut, aprés essorage et dessiccation a 105° jusqu’aé poids constant, 
connaitre la quanlité de levure ensemencée. 

Apres fermentation, on filtre sur un filtre taré, on lave la levure sur le 
filtre avec une petite quantité deau, dont le volume est déierminé, et on 
complete le liquide filtré a 500 cent. cubes. Il devient dés lors facile de 
connaitre le peids de levure formé, ainsi que les variations du sucre, de 
lazote, etc. par comparaison avec le témoin. 

Lorsqu’il s’agit de faire des expériences de comparaison, les ballons sont 


(1) P. Tuomas. C. R. Acad. Sciences, t. CXXXIII, p. 342 (4904). 

(2) La levure quia servi a la plupart de ces expériences est une levure de 
vin de la collection du laboratoire de fermentations de VInstitut Pasteur 
désignée par les lettres ML. 
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ensemencés avec une méme quantité de levure et placés dans une étuve a 
température réglée. 


J’ai préféré, pour apprécier l'action des corps étudiés sur le 
végétal levure, mesurer le poids de la récolte plutdot que faire 
la numération des cellules produites. En effet, outre les causes 
d’erreur trés manifestes inhérentes & toutes les méthodes de 
numération, celles-ci ne peuvent tenir compte d’un facteur 
important, & savoir la grosseur relative des cellules. Cette 
grosseur varie dans d’assez grandes proportions, surtout avec 
les milieux artificiels formés de corps définis. D’autre part, 
connaissant le poids de levure, il est facile d’y rapporter les 
variations pondérales de composition du milieu employé, et 
les résultats y gagnent en netteté. 


Méthodes analytiques employées. 


Jindigquerai trés briévement les méthodes que j’ai utilisées, 
me réservant de donner dans une autre publication des indica- 
lions détaillées sur la méthode de dosage de lammoniaque que 
jai étudiée et que j’ai été conduit a adapter particuligrement a 
mes recherches. 

1° Dosage du sucre.. — Ce dosage a été fait au moyen d’une 
liqueur de Feutine titrée, tantot par simple décoloration, tanl6t 
par le procédé de Lenmann modifié par Maguenne, avec titrage 
a Vhyposulfite (1). 

2° Dosage de lalcool. — On distille 50 cent. cubes du liquide 
de culture, préalablement neutralisé. Le liquide recueilli, 
amené au volume primitif, est examiné au moyen du 
compte-gouttes de Duciaux (2). On peut ainsi mesurer avec 
une précision suffisante les petites quantités d’alcool pro- 
duites. 

3° Azote de la levure. — La levure recueillie sur filtre 
taré étant pesée, on introduit le filtre et son contenu dans 
un ballon, on ajoute de Jl’acide sulfurique, un globule de 
mercure, et on procéde comme dans la méthode ordinaire de 
KSELDAHL. 


1° Azote total du liquide. — Ce dosage est fait comme 


) MAQUENNE. Bull. Soc. Chimique, 1898, 3° s., t. XIX, p. 926. 
) E. Ductaux. Ann. Chim, et Physique, 1874, 5¢ s., t. II, p. 233. 
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ci-dessus, sur 50 cent. cubes du liquide préalablement éva- 
poré au bain de sable en présence d'un peu d’acide sulfu- 
rique. 

3° Dosage de lazote ammoniacal. — Ce dosage est particu- 
ligrement délicat, car il doit étre effectué souvent en présence 
de matiéres azotées facilement décomposables, amides, pro- 
duits d’autolyse mal connus, susceptibles de dégager de l’am- 
moniaque si on opére sans précautions spéciales. J’ai étudié un 
procédé simple qui conduit au résultat cherché : distillation 
sur un excés de magnésie, dans le vide, aprés élimination com- 
plete de lacide phosphorique présent. 


Recherches faites avec l’urée. 


Si la levure utilise de préférence comme aliments azotés les 
corps capables de se transformer facilement en dérivés ammo- 
niacaux, elle doit pouvoir se développer aux dépens de lurée, 
qui subit si aisément I’hydrolyse en donnant du carbonate 
d’ammonium. 

Les seules données expérimentales qui existaient sur ce 
sujet sont celles de Mayer (1) et de Beisertmnce (2). Le premier 
admet que l’urée peut servir d’aliment & la levure, bien que la 
fermentation obtenue soit trés lente; le second pense quelle | 
nest pas utilisable par ce végétal. D’autre part, Pasteur avait 
montré que l’albumine ne convient pas & la levure en vie anaé- 
robie, Mayer trouvant, au contraire, que le sérum sanguin 
permet la fermentation. _Les aliments azotés seraient donc 
parmi les matériaux dialysables du sérum : c’est Justement 
Vurée qui en forme la partie principale (0 gr. 15.40 gr. 30 par 
litre). 


La question devait done ‘étre -reprise en entier. J’ai fait 
d’abord une expérience préliminaire, disposée comme suit : 


On dissout dans 500 a 600 cent. cubes d’eau 100 grammes de glucose, 
3 grammes de phosphate bipotassique, 1 gramme de sulfate de magnésium, 
2 grammes d’acide tartrique, en chauffant lé6gérement; le liquide bien refroidi 


(1) A. Mayer. Untersuchungen ii. d. alkool. Géhrung, 1869. Cité par Ductaux, 
Traité de Microbiologie, t. IIL, p. 205. 
(2) Bewerinck. Centralbl. f. Bakter., 1892, t. XI, p. 68. 
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est additionné de 1 gramme ‘Wurée, le volume complété a 1 litre. On filfre a 
la bougie et. on regoit dans un ballon denvirom 4.500 cent. cubes, puis on 
ensemence avec une petite quantité de levure pure (cette quantité n’a pas 
été déterminée, mais elle ne-dépassait certainement pas 0 gr. 05 4 Vétat see). 
Le ballon est placé & l’étuve a 25°. 


Dans. ces conditions, la fermentation est trés lemte et se 
poursuit pendant des semaines; la quantité de levure parait 
augmenter assez peu. Aprés 45 jours, le liquide a été examine , 
voici les chiffres trouvés : 


AVANT APRES 

fermentation: fermentation 
GIUCOSC tar een: eee Pie nee wT coe il 
ATCGOO! 2 ure ane een eae » 38 €.C. 
Acid €: ac etiqhiGaurs 5 cars on eee » 0 gr. 633 
ULCe ote cee es eee eee ee ere 1 gr. 08 4 gr. 05 (4) 
Azote total du liquide. ..... .« 0 gr. 504 0 gr. 500 
Azote total de la levure. ..... » 0 gr. 0006 


Poids de levuare formée . -.. - . » 0 gr. 120) 


Ce résultat, assez peu encourageant, correspond aux données 
anciennes. Mais il faut remarquer que, dans l’expérience pré- 
eédente, l’épaisseur du liquide était considérable; it parait donc 
indiqué de recommencer en mettant le liquide em couche mince 
et en opérant dans des conditions d'aération qui puissent favo- 
riser le développement de la levure végétal. 


Une solution contenant 10 p. 100 de glucose, 0,25 p. 100 de phosphate 
bipotassique et 0,05 p. 100 de sulfate de magnésium est additionmée a froid 
dune solution d’urée de maniére & ce que la teneur du milieu em urée soit 
d’environ 1 gramme par litre. On stérilise la solution par filtration & Ila bou- 
gie et onl'introduit aseptiquement dans des ballons a fond plat, oti le liquide 
occupe une épaisseur d’enyiron 2 4 3 centimétres, chaque ballon contenant 
exaclement 300 cent. cubes de milieu. Le disposilif adopté est. représenté 
par la figure 1; le liquide filtré est regu dans un ballon répartiteur conte- 
. hant 300 cent. cubes entre les deux traits de jauge. Apres avoir isolé ce 
ballon au moyen d’une pince placée sur le caoutchouc, on peut procéder 
commodément a la répartition. L’appareil tout entier est stérilisé d’une seule 
piéee a autoclave (2). 

Liensemencement est fait avec 10 cent. cubes exactement mesurés d’une 
émulsion de levure pure dans Feau stérile, rendue bien homogéne par lagi- 


(t) Ces chiffres ont été déterminés gazométriquement, A !hypobromite par 
comparaison avec une solution d'urée titrée a 1 p. 1.000. Les quantités sont 
rapportees au volume total de 1.000 cent. cubes. 
~ (2) La composition du liquide filtré n’étant pas la méme au début. et 4 la 
fin de la filtration, il est nécessaire de mélanger avamt de répartiz, pour 
€viler des erreurs dans les expériences comparatives. 


v 
“ 


/ 
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tation. Chaque ballon a recu ainsi 10 cent. cubes de liquide contenant 
0 gr. 0382 de levure, séchée a 105°, et 4 milligr. 09 d’azote, sans trace 


d’ammoniaque. 


Fic. 1. — Dispositif de filtration et de répartition. 


Voici les chiffres obtenus avant et aprés fermentation, rap- 
portés & la totalité du volume d’un ballon : 


Témom. . . .-. 


Apres 14 jours. 
Apres 19 jours. 


POIDS 
GLUCOSE ALCOOL de Jevure 
présent formé séchée 
gr. ¢€.¢. er. 
29,64 » 0,0382 
20, 00 5,0 02440 
13,67 8,3 0,31416 


AZOTE 
de Ia 
levure 


milligr’. 


4,09 
7,70 
9,80 


AZOTE 0/0 AZOLE TOTAL 


de la du 
levure liquide 
milligr. 
» 444.0 
3,55 1400 
3, 14 1385, 


’ 


Aucun ballom ne renfermait d’azote ammoniacal. 

La fermentation a été assez lente; néanmoins la levure a 
emprunté & Vurée au moins. 7 milligrammes d’azote, ce qui 
représente 1/20 de la quantité présente. 

La méme expérience a été refaite, mais avec des ballons 
Fernzacn dont le fond possédait une surface telle que la couche 
de liquide (dont le volume restait le méme, soit 300 cent. 
cubes), n’avait pas plus de 4 centimétre d’épaisseur. 
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On a trouvé: 


POIDS AZOTE  AZOTEO/0 AZOTE TOTAL 

GLUCOSE ALCOOL de levure de la de la du 
présent formé séchée levure levure liquide 
gr. C.Ci er. milligr. milligr. 

Memon, aks 0 OU ol » 0, 0382 4,09 (1) » 147,0 
Aprés 3 jours. . 24,96 3510 0, 2586 10,50 4,06 140,5 
Apres 6 jours. . 19,93 4,2 0,2800 44,20 4,00 140,0 
Apres 9 jours. . 15,94 1,3 0,3260 13,50 4,14 136,5 


Aucun ballon ne contenait trace d’ammoniaque. 

On voit que la fermentation est plus rapide que dans l’expé- 
rience précédente : la consommation de sucre apres 9 jours 
atteint presque cette fois la méme valeur qu’aprés 19 jours 
dans la fermentation précédente. Le poids de levure obtenu 
représente & peu pres 9 fois la quantité ensemencée; la levure 
est un peu plus riche en azote et elle a emprunté a Durée de 8 
a 41 milligrammes d’azote, au minimum, allant ainsi jusqu’a 
1/13 de la quantité présente. 

Il y a donc amélioration, mais les résultats sont encore bien 
imparfaits. Je me suis demandé si on nobtiendrait pas unc 
meilleure utilisation de l’urée en lui ajoutant un sel ammo- 
niacal, tartrate par exemple, dont la présence en stimulant la 
levure au début de la fermentation pourrait produire le résullat 
cherché. 

Voici le dispositif adopté. La solution nutritive employée précédemment 
et contenant 1 gramme d’urée par litre est additionnée de tartrate neutre 
d’ammonium en quantité telle (0 gr. 219 par litre) que la teneur en azote 
ammoniacal soit de 10 milligrammes environ par ballon renfermant 300 cent. 
cubes de liquide. On ajoute quelques gouttes d’une solution concentrée 
acide tartrique pour dissoudre le léger précipité formé, on filtre a la bou- 


gie et on répartit aseptiquement par portions de 300 cent. cubes dans des 
ballons Fernsacn. L’ensemencement est pratiqué comme ci-dessus. 


On obtient les résultats suivants : 


POIDS AZOTE AZOTE 
de AZOTE 0/0 AZOTE TOTAL 

GLUCOSE ALCOOL  levure de la dela ammonia- du 
présent  furmé séchée » levure levure cal liquide 
; ; gr. _C.C. er. milligr. milligr. milligr. 
ATOM, Sb 27,78 » 0 ,0298 4,338 4,44 8,4 4154,0 
Aprés 5 jours . 4214 550 0, 1664 7,00 4,20 0,7 147,6 
Aprés 10 jours . 9,02 12,5 0 2238 8,10 3,62 OB Zi 147,0 

Apres 20 jours. traces 14,0 02580, = 8,75 3,4 


0 traces 146,5 


(1) Cette quantité représente Pazote des 10 cent. cubes d’émulsion intro- 
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Un témoin, conservé le méme temps a l’étuve (a 27°), a mon- 
tré aprés 20 jours la méme teneur en azote ammoniacal qu’au 
début, soit 8 milligr. 4. Il ne se fait done aucune hydrolyse de 
Yurée dans le milieu abandonné A lui-méme, pendant la durée 
et & la température de la culture. 

Ce qui, & mon sens, ressort de plus important des chiffres 
qui viennent d’étre cités, c’est que la levure parait bien avoir 
déja consommé de l’urée alors qu'il reste encore de l’ammo- 
niaque non absorbée. Mais les quantités sont faibles et Vexpé- 
rience a plutot la valeur d’une indication que d’une démons- 
tration. 

Pour arriver a de meilleurs résultats, il fallait évidemment 
améliorer les conditions d’existence de la levure en modifiant 
le milieu nutritif. Je mentionne a titre de renseignement l’ex- 
périence suivante, dans laquelle le saccharose a été comparé 
au glucose, la préparation du milieu n’ayant subi ancune autre 
modification : 

AZOTE AZOTE 
POIDS AZOTE 0/0 TOTAL 


SUCRE ALCOOL delevure dela dela du 
présent formé séchée levure levure liquide 
gr. CAC, gr. milligr. milligr. 
Milieu LEMMON we e203 0 » 0,0165 1,0 6,0 146,5 
a glucose aprés 145jours. 410,00 Bo 0,2009 7,2 3,6 140,0 
Milieu a témoin. . . . 31,00 (4) » 0,0165 AOR IORC 146 ,5 
saccharose apres 15jours. 16,76(1) 3,7 0, 0964 2,8 3,0 143,5 


Le résultat est manifestement défavorable au saccharose. I] 
est 4 remarquer que Hansrzen (2), nourrissant de jeunes plantes 
phanérogames (Lemna minor L., Vicia faba L., Ricinus com- 
munis L.), avec de V’urée, en présence soit de glucose, soit de 
saccharose, a obtenu dans les deux cas une bonne assimilation 
de l’aliment azoté. 

Je n’ai pas continué dans cette voie, mais j’ai songé alors a 
modifier la concentration en sucre. Des essais faits sur un plus 
petit volume de milieu, avec différentes teneurs en glucose, 5, 
10, 15, 20 et 25 p. 100, m’ont prouvé que cette concentration 


duits, mais non l’azote de la levure ensemencée, qui n’était_ vraisemblable- 
ment pas supérieur a 2,5 milligrammes. 

(1) Calculé en saccharose. Il restait encore 1 gr. 46 de ACCHSNERS non 
interverti aprés 15 jours, ce qui indique une sucrase peu active. x 
° (2) Hansteen. Jahresber. f. wissenschaftl. Botanik, 1899, t. XXXIII, p. 447. 
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joue un réle trés important dans la rapidité du développement 
et la quantité de levure formée. Ainsi, on a obtenu, avec un 
ensemencement uniforme de 0 gr. 029 de tevure, aprés 
5 jours : 


GLUCOSE P. 100: 10 45 20 2 


Poids de levure....... 
Sucre restant en 0/0 de la 
quantité primitive. ... . 36 44 TT 8 15 


5 
Ogr.135 Ogr.160 Ogr.366 O0gr.452 0 egr. 418 


La teneur de 20 p. 100 paraissant nettement la plus favo- 
rable, j'ai été conduit & modifier la composition du milieu 
nutritif, qui a été dés lors préparé de la maniére indiquée plus 
haut, c’est-a-dire en stérilisant par chauffage, dans les bal- 
lons, la solution glucosée avec les sels minéraux et ajoutant 
aprés refroidissement complet la solution, stérilisée par filtra- 
tion 4 la bougie, du corps azoté en expérience. 

I] paraissait maintenant indiqué l’examiner |’action de doses 
yariables d’urée. D’autre part, et pour avoir un point de repére, 
j'ai comparé l’action de ces doses 4 celle de quantités corres- 
pondantes d’ammoniaque. J’ai choisi comme sel ammoniacal 
le bicarbonate, en raison de ses rapports étroits avec lurée. Ce 
sel présente l’avantage de ne pouvoir laisser dans le liquide par 
sa décomposition un acide capable de troubler les résultats en 
changeant Ja nature du milieu. 

De plus, on peut tirer de cette expérience comparative une 
conclusion importante : si lassimilation de [azote organique 
des amides revient en définitive a une formation préalable 
@ammoniaque, on doit trouver un parallélisme étroit entre la 
fermentation produite en présence d’urée et celle qui a lieu en 


présence du sel ammoniacal correspondant, le bicarbonate 
d’ammonium. 


Dans trois ballons contenant chacun 300 cent. cubes de solution minérale 
glucosée, on introduit respectivement 10, 20, 30 cent. cubes de solution d'urée 
a 2p. 100, stérilisée 4 froid; dans trois autres, 10, 20 et 30 cent. cubes d’une 
solution de bicarbonate d’ammonium a 4 p. 100, également stérilisée a froid. 
Les six ballons regoivent chacun 10 cent. cubes d’une émulsion de leyure 
Javée a leau_ stérile, contenant 0 gr. 209 de leyure séchée a 405°, avec 

- 11 milligr. 2 d’azote, soit une teneur de 5,36 p. 100. 


La fermentation dure environ dix-huit jours, au bout dese 
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quels lexpérience est interrompue. On trouve les chiffres sui- 
vants : 


GLUCOSE 
présent 
ALCOOL 
forms (1) 
PUIDS 
de levure 
dela levure 
de la leyure 
ammoniacal 
AZOTE 
total 
du liquide 


er. Gs : millig. 
-10 c.e. durée (avant. | 58,00 


Ti milligr. N ¢apreés.| 1,50 


, 20 ec.c. durée aoe 58,00 0,2090 
454 milligr. N ( aprés.} 41,40 0,8541 


. 0c. c. durée 
231 milligr. N 


740 c.c.CO?B N+ 
67 milligr. N 


avant.| 58,00 0 ,2090 
apres.| 1,! 0,9080 


avant.| 58 0,2090 
apres. 6 ; 0, 8418 


134 milligr. N ( aprés. 30, 0, 8402 


. 30¢.c. CO*HNH4 
204 milligr. N 


avant.| 5 - 0,2090 
apres. 4) ee, 0 8749 


Sp DOME wien avant. 0 0,2090 


(1) Les teneurs en alcool ont été déterminées a4 l'aide du compte-gouttes et sont, par 
suite, approchées, cet instrument convenant mal au dosage de l’alcoo] quand la teneur 
dépasse 5 p. 100. 


I] est intéressant de constater que la presque totalité du sucre 
a disparu sans qu'il y ait de différence notable entre la série 
a urée et celle & bicarbonate d’ammonium. Peu de différence 
également dans les poids de levure obtenus, qui augmentent 
dans chaque série avec la richesse en azote, mais assez faible- 
ment. Cette richesse en azote, qui croit dans le rapport de 1, 
2 et 3, n'influe guére sur la teneur p. 100 d’azote de la levure. 
On voit que dés le second ballon de chaque série il y a un exces 
notable d’azole. 

L’utilisation de Vurée est tres bonne : la levure a gardé 
30 milligrammes d’azote sur 77 milligrammes fournis dans le 
premier ballon. Elle en a consommé bien davantage, si on 
songe & l’azote d’abord fixé, puis éliminé dans le liquide comme 
produit d’excrétion, et qu ‘il n’est pas possible de connaitre 
d’une maniére exacte, mais dont Ja quantité est certainement 
importante. En effet, dans le ballon 4, les 67 milligrammes 
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d’azote ammoniacal fournis ont été assimilés en totalité, puis- 
qu'il n’en reste pas; or, la levure a seulement conservé 40 mil- 
ligrammes d’azote, en chilfres ronds. Dans le ballon 5, sur 
117 milligrammes d’azote ammoniacal utilisés, on n’en retrouve 
que 47 milligrammes dans la levure. 

Bien entendu, les produits de l’activité cellulaire se retrou- 
vent tous dans le liquide de culture; non seulement leur isole- 
ment est impossible, mais on ne peut tenter dans un tel liquide 
un dosage précis de l’urée employée, sinon par des méthodes 
compliquées. L’intérét de ce dosage est d’ailleurs bien 
relatif. 

L’expérience a été refaite dans des conditions presque analo- 
eues, a plusieurs reprises, avec des résultats trés voisins. Voici 
les chiffres obtenus dans une expérience ow la levure s'est 
montrée particuliérement active. Chaque ballon a recu 0 gr. 197 
de levure séchée & 105° contenant 12 milligr. 32 d’azote, soit 
6,25 p. 100. La fermentation a été arrétée aprés cing jours : 


ic] S) lau, © 

Ae i) oe Bo Palleowe= — 

Selb} ee elee | a olen 

eS ae Oe OO eat Fei |i oS 

Pia Pete en (yO SONI ty pala la eee 

S device Sent ‘o | 2s 5 

o io} 458 3 

er c.¢ er. mer. mgr. 
NNVeTe durée avant.| 60,90 |» 0,497 |12,32] 6,25 | 114 
414 milligr, N eee 6,25 | 25 0,7949 | 51,10) 6,42 15 
20 exe. auree avant.| 60,90] » 0,197 (42,32) 6,25.) 228 
228 milligr. N apres.| 7,50 | 23 0,7946 | 41,45] 6,47 | 189 


30 c.c. durée 


avant.| 60,90} » 0,197 | 12.322) 6,25) | 342. 
342 milligr. N 8 


aprés.| 5,80] 24 0,8023 | 51,80] 6,45. | 302 


LOvexes COSINE 
87 milligr. N 


avant.} 60,9 
aprés.| 14, 


30 c. c. COSHNH* 
261 milligr. N 


avant.| 6 


20 c. c. COSHNH* avant.| 6 
( 
/ apres. 


0 

174 milligr. N aprés.| 2,35 f 27,5 | 0,9902 | 82,95} 8,28 | 154 
0 
4 


Ici, contrairement aux résultats de l'expérience précédente, 
la fermentation en présence du sel ammoniacal est en avance 
sur celle quia lieu en présence d’urée. La contradiction n’est 
qu’apparente : en effet, la présence de lammoniaque a toujours 


io 
} 
: 
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pour résultat d’accélérer la disparition du sucre dans les débuts 
de la culture, celle-ci devenant ensuite plus paresseuse. 

Quoi qu’il en soit, les expériences qui viennent d'étre rap- 
portees permettent d’appuyer les conclusions suivantes, que 
javais déja formulées en 1904 (1): 

4° Lorsqu’on offre & la levure l’azote sous forme d’urée, dans 
un milieu minéral sucré, la fermentation est lente pour des 
teneurs en glucose voisines de 10 p. 100 et la prolifération des 
cellules reste faible; l’assimilaticn de cette forme d’azote est 
médiocre et la levure formée est pauvre en azote; 

2° Si, les conditions restant les mémes, on éléve la propor- 
tion de sucre & 20 p. 100, la fermentation devient tras rapide, 
le poids de levure est plus grand, la quantité d’azote assimilé 
augmente beaucoup, la levure est plus riche en azote; 

3° Si, toutes choses égales d’ailleurs, on introduit dans plu- 
sieurs ballons des quantités croissantes d’urée, on observe que 
la quantité de levure formée tend vers un maximum, ainsi que 
la quantité d’azote assimilé ; il en est de méme, par conséquent, 
de la teneur centésimale de la levure en azote. Lorsque ce 
maximum est atteint, des quantités de plus en plus grandes 
durée n’ont plus aucune action ; 

4° Si on substitue 4 l’urée le sel ammoniacal correspondant, 
c’est-a-dire le bicarbonate d’ammonium, on voit que la concen- 
tration de 20 p. 100 de sucre est également la plus favorable 
a la bonne assimilation de l’azote. En augmentant la dose de 
sel ammoniacal, on voit le poids de levure, la quantité d’azote 
fixée et la richesse de la levure en azole s’élever et tendre éga- 
lement vers un maximum, mais celui-ci est notablement plus 
élevé que pour l’urée. 

La valeur de ce maximum dépend de la quantité de levure 
ensemencée, et de la nature de l’aliment azoté. Il y a vraisem- 
blablement 14 un fait général : Stern a signalé en effet (2) un 
fait analogue en utilisant l’asparagine comme source d’azote. 

J'ajouterai 4 ces conclusions la suivante : 

Il y a un parallélisme remarquable entre les fermentations 
produites dans un milieu donné, avec une levure déterminée, 
lorsque l’azote est fourni, tantot sous forme durée, tantdt sous 


(1) P. Tuomas. C. R. Acad. Sciences, 1901, t. 138, p. 342. 
(2) Srrn. Journ. of the chem. Society, 1904, t. LXXIX, p: 941. 


ot 
me 
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forme de sel ammoniacal correspondant. J/ est done extréme- 
ment probable que Vassimilation de Vurée est précédée de sa 
transformation en ammoniaque. 

Les résultats obtenus sont susceptibles d’étre critiqués en 
raison de ce qu’ils ont été déduits d’expériences faites avec une 
seule espéce de levure. Afin de pouvoir les généraliser avec 
certilude, je les ai comparés avec ceux que fournissent dans 
des conditions identiques des levures trés_ différentes. J’ai 
choisi, & coté de la levure de vin ML, les levures suivantes 
provenant également de la collection du laboratoire de fer- 
mentations de l'Institut Pasteur : 


Une levure de bi¢re basse. .... . Boss. 
— —_— Nautes Ia. Masti. Bruxelles. 
— GeLaishillerie. ae wee ee Ain 


On a stérilisé par chauffage 4 autoclave huit ballons Frerneaca contenant 
chacun 300 cent. cubes de la solution minérale glucosée a 20 p. 100 qui a déja 
été utilisée ; quatre de ces ballons regoivent en plus 10 cent. cubes d'une 
solution @urée a 2,4 p. 100, préalablement stérilisée par filtration, et conte- 
nant 107 milligr. d’azote, les quatre autres recevant 10cent cubes d’une solu- 
tion de bicarbonate d’ammonium a6 p. 100, également stérilisée par filtration 
et renfermant 105 milligr. d’azote. 

Les quatre levures, rajeunies au préalable dans un milieu eonvenable 
(eau de touraillons, sucrée), sont lavées rapidement et émulsionnées dans 
Veau stérile; on ensemence un ballon A urée et un ballon a sel ammoniacal 
avec 10 cent. cubes d’émulsion de chacune des levures. Ces émulsions ont 
été préparées de facon a avoir des quantités assez semblables de levure 
dans un méme volume; l’ensemencement est ainsi comparable (quoique un 
peu supérieur pour la leyure J). 


x 


On a laissé les cultures & l’étuve & 25°; aprés trois jours, les 
fermentations ont été interrompues et on a obtenu les chiffres 
suivants : 


ae} 20 EL © : = s 

ro) n 5 cS) os ees 

BALLONS 8 e@)/SE/Se5e/SS|e28 | S38 
eto = (oe lan el Bel abetiane 

Ss & < s 3 

or c.c gr. mer mgr 

ML OV aIRG? so eee 59,70 » 0,2320 | 20,3 | 8,75 | 108,0 
Urée ADRES, 3. ee 45,50] 7,5 | 0,4382 | 22,7 | 5,20 | 105,6 
avant .... . .{59,70| » | 0,2320 | 20,3 | 8,75 | 106,0 
eohin apres’ Ler 40,25} 10,0 | 0,5259 | 49,8] 8,04 | 83,7 
Boss ( avant... . . .|59,70 » | 0,2274 | 19,5 | 8,57 | 108,0 
Urée (. apres, ha eb eae 54,75} 2,5 10,3021 | 24,0 | 6,95 | 106,5 
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(RSPR CNS SR ASSP A NT AE OS TERESA EAE TER PRC ERI TT SE OEE SE Rig I ORT, 
[) Oo 

mW + =) 2 = || Qe & 

o a owl aus 2 Mo} ond aus 

BALLONS 3 2 SE 254 32 a § ess 

Eiht terse | ae ae se GSS SR SEN 

S os >) a oO mo 

go) uo] 

gr c. C, gr. mer mer 

Boss SIV ARIUS fous) fo) athe - 59,70 yf O,22u0 | 19 Sal Some 1106.0 
CO*HNH* SapTeS ah tk 54,50) 2,0 | 0,3091 | 21,0 | 6,79 | 104,5 
Bruxelles ANGING 5 3) See ay yau » | 0,2740 | 25,0] 9,14 | 108,0 
Urée apres... . . . 34,50} 2,0] 0,3345 | 26,0 | 7,83 | 107,0 
Bruxelles ; avant ee os J 5OS70 » | 0,2740 | 25,0 | 9,14 | 106,0 
CO*HNH! aprés ... . . ./54,50} 2,0 | 0,3334 | 26,6 | 7,99 | 104,4 

J evant ary Adah. 39,70] » | 0,3645 | 30,4 | 8,32 | 108,0 

Urée Byrds jah) nes. 34,50} 14,0 | 0,6585 | 35,6 | 5,40 | 102,5 
Svante eee - 59,90 » | 0,3615 | 30,4 | 8,32 | 106,0 

Police APNE Sine Nese. ou see 47,0 | 0,6552 | 44,1 | 6,73 | 92,0 


Tous les ballons contenaient un exces d’aliment azoté. 

Les quatre levures conservent, comme on le voit, leur carac- 
tére propre dans les milieux artificiels o& on les force & se 
développer : les deux levures de biére restent a développement 
un peu lent et font disparaitre le sucre assez peu rapidement; 
la levure de distillerie, au contrairc, le consomme activement 
et prolifére beaucoup plus. Mais le caractére déja indiqué, le 
parallélisme étroit entre les cultures 4 urée et a bicarbonate 
d’ammonium, persiste d’une maniére frappante. D’une facon 
générale, on voit aussi que, dans les milieux évidemment un 
peu trop spéciaux qu’on lui donne, la levure de récente forma- 
tion, développée dans les premiers jours de la culture, est 
beaucoup plus riche en azote que dans la période suivante. 
Elle doit done étre le siége de phénoménes aulolytiques plus 
marqués que la levure qui se développe dans des milieux nalu-_ 
rels. 


Expériences avec les amides autres que l'urée. 


llest intéressant d’étendre les résultats obtenus avec l’urée 
a d’autres amides susceptibles de servir d’aliments azolés a la 
levure. 

En principe, la liste de ces corps peut étre considérable ; 
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¥ 


cependant, il ne faut pas oublier que si les amides sont hydro- 
lysées par la levure suivant l’équation : 


R — CONH' -- W460 = NH* = R= COOH 


ces corps ne pourront étre utilisés qu’autant que la présence 
de l’acide R—COOH correspondant ne viendra pas perturber 
les résultats. 

D’autre part, il n’est pas toujours facile d’obtenir des amides 
pures, ne contenant pas de traces ou méme de quantités nota- 
bles de sels ammoniacaux, et il en est qui paraissent s’hydro- 
lyser trés rapidement dans leurs solutions aqueuses stériles. 
Autant de causes qui viennent restreindre la liste des corps 
susceptibles d’expérimentation. 

‘ 
* * 

Je me suis d’abord adressé & l’acétamide, corps facile 4 obte- 
nir et a purifier. D’autre part, l’acide acétique qu il est capable 
de former par sa décomposition ne peut géner la levure, qui 
en produit elle-méme constamment aux doses employées. 

Afin d’avoir un point de repére, j’ai comparé une culture 
faite en présence d’urée avec une culture faile en présence 
dacétamide. 

Deux ballons contenant 300 cent. cubes de solution minérale glucosée a 
20 p. 100 ont regu, l'un 10 cent. cubes de solution d’urée a 2,5 p. 100, l’autre 
40 cent. cubes d’acétamide (purifiée par cristallisation dans le benzéne bouil- 


lant) & 4 p. 100; on a ensemencé avec la méme quantité d’une émulsion de 
levure et abandonné a l’étuve a 25°. 


Au bout de six jours, la culture est interrompue et on procéde 
aux analyses; ona les chiffres suivants : 


; POIDS AZOTE  AZOTEO/0 AZOTE TOTAL 

GLUCOSE ALCOOL de leyure de la de la du 
présent formé séchée levure levure liquide 
gr. c.e, on milligr. milligr. 
Ures ee avant. 58,20 » 00620 4,25, 6,85 110,0 
apres. . 4,80 28 09743 49,68 5,10 64,0 

qve s) Pp), 4 On ‘ 

Acétamide te pie pp iad i paueae Oe 6,85 95,0 
apres. 50,50 3 0,2980 9,83 3,30 89.0 


Si Pacétamide est utilisée, ce n’est qu’en faible quantité, et 


SOIR ER NS se 


FF era 


; 
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en donnant un rendement beaucoup plus faible que lurée. 
Elle parail done beaucoup moins utilisable par la levure. 

L’addition d’acétate d’ammonium & la culture semble sti- 
muler beaucoup la fermentation et augmenter le rendement en 
levure. J’ai alors essayé des mélanges d’acétamide avec des 
quantités croissantes d’acétate d’ammonium et je les ai com- 
parés avec des mélanges semblables d’urée et de carbonate 
d’ammonium. 


Voici comment a été disposée l’expérience, Dans six ballons Frernsacu con- 
tenant le milieu minéral glucosé 4 20 p. 100, on ajoute une quantité de solu- 
tion durée, stérilisée par filtration, telle que chaque ballon recoive environ 
100 milligr. d’azote sous cette forme (exactement 118 milligr. 8). On garde 
un ballon pour la comparaison et on ajoute respectivement aux cing autres 


' 5, 10, 15, 20 et 40 cent. cubes de solution de bicarbonate d’ammonium stérile 


a environ 9 grammes par litre. Les six autres ballons ayant regu chacun une 
quantité de solution stérile d’acétamide telle que leur teneur en azote soit 
de 135 milligr. 6, on en conserve un comme terme de comparaison et on 
ajoute respectivement aux cing autres 5, 10, 15, 20 et 40 cent. cubes de solu- 
tion stérile d’acétate d’ammonium a 11 grammes par litre. On ensemence 
avec une méme quantité d’une émulsion de levure qui avait été rajeunie dans 
un milieu trés nutritif et se montrait trés active. Aprés cing jours, on inter- 
rompt la fermentation et on analyse le contenu des ballons. 


On obtient les résultats suivants : 


@ ov S x Si ‘s I 

Ss /sel|2e2|25 (22/82 ] Ess 

Sei SslS28i 8a 185/88) ses 

gr. | c.c. er. mer. mer. | milligr. 

ape enIG avant.|63,15| » |0,0334/ 3,08]9,21/ » | 123,80 
; ee ) aprés.| 2,26 | 30,0|1,4678| 71,82 | 4,89) » 55,06 
2. Urée + avant.|63,45| » |0,0334| 3,08]9,21) 9,60] 133,40 
5a¢. Cu OSENES pe 0,50 | 31,9 |4,1782| 73,50 | 6,24] 0 62,98 

cy Urée + avant.| 63,15] » |0,0334] 3,08] 9,241 19,20] 143,00 
10 c.c. COSHNH# aprés.|traces 32,0/1,1404) 78,28 | 6,77| 0 68,80 

4 Nias | avant. 63,15} » ]0,0334/ 3,08] 9,24 | 28,80] 152,80 
15 c.c. CO7HNH# } aprés.| 0 | 32,0] 1,0210/ 68,60 | 6,72) 0 87,08 

5. Urée + vant.|63,15! » |0,0334) 3,08] 9,21/ 38,40] 162,20 
20 c. c. COSHNH* Np 0 | 32,4/4,0204|68,60| 6,72) 1,50 95,78 

6. Urée + avant.| 63,13» |0,0334/ 3,08] 9,21 76,80] 200,60 
40 c.c. COSHNH* aprés.{ 0 | 32,010,9916 69,3016,98 13,50] 134,38 
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| 2 25 2% s 

SZ las) 2 28 | Shee |aibas = 

at sad ce ese a ae 

er | '¢-ic. } <pr: mgr. mgr. mer. 

atc je $ avant 64,52] » |0,0334] 3,08]9,21] » | 140,60 

sei gage nae alr: apres.| 56,82] 3,0] 0,164] 3,8512,34] » | 139,83 
2. <Acélamide + Eines 64,52] » 10,0334] 3,08)9,21] 9,80 150,40 
5 c.c. CH®CO*NH4 7 aprés.| 42,37] 10,2] 0,3173 | 14,90/3,75] 0 | 144,58 
3. Acélamide + ( avant.|64,32| » |0,0334] 3,08]9,21]19,60 160,20 
Ge! CaCOnae sone 28,73 |17,1|0,4875 |48,90/3,87] 0 | 144,38 
4. Acétamide + ( avant.|64,32| » |0,0334] 3,08]9,21129,40 170,00 
ae ee apres.| 17,24 | 24,0] 0,7333 | 25,903,582] 3,50 147,18 
5. Acétamide + avant.| 64,52 » 10,0334] 3,08]9,21 | 39,20. 179,80 
Py eae salscity, aprés.| 5,88 | 30,6 | 0,9339 | 38,36 |6,57| 41,70 149,52 
6. Acétamide + ( avant.|64,32| » |0,9334| 3,08|9,21|78,40 219,00 
40 c.c. CH3CO*N aprés.| traces} 30,0 | 0,9049 | 53,90}5,99}35,00 468,48 


Visiblement, l’addition de sel ammoniacal n’a pas tout a faitla 
méme action avec les deux amides. La consommation du sucre est 
accélérée, mais les doses croissantes d’ammoniaque, qui produi- 
sent une diminution légére, bien que manifeste, du rendement 
en levure dans le milieu & urée, donnent lieu au contraire 4 des 
récoltes de pius en plus abondantes dans le cas de l’acétamide. 

Ce qu'il est important de constater, c’est l'utilisation de 
azote amidé en présence de l’azote ammoniacal. Tant que ce 
dernier est en quanlité peu élevée, il est absorbé en totalité, 
mais la encore les résultats ne sont pas identiques avec les 
deux amides. Avec l’urée, on peut voir que méme lorsque tout 
lammoniaque fourni a la levure est absorbé par elle, il y a 
encore utilisation d’une partie importante de l’urée du milieu; 
avec l’acétamide, au contraire, lorsque l'on fournit de l’acétate 
d’ammonium, la levure n’utilise guére que cette derniére forme 
azote, qui disparait d’abord en totalité, au moins tant qu’elle 
représente une fraction de l’azote total n’excédant pas 1/74 1/8. 

La quantité d’azote -trouvée dans la levure esl plus petite 
que la quanlité d’azote ammoniacal absorbée, parce que évi- 
demment la levure a rejeté dans le liquide de culture un cer- 
tain nombre de produits azotés provenant de ses échanges 
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nutritifs. C'est seulement a partir d’une certaine dose de sel 
ammoniacal que la levure formée au début de la cullure aux 
dépens de ce dernier a continué & se développer en utilisant 
une partie de l'acétamide présente. 

_On pourrait objecter, il est vrai, que, & partir du moment ou 
la levure renferme plus d’azote que la quantité d’azote ammo- 
niacal disparu, lexcédent, au lieu d’étre emprunté a l’amide, 
provient de lutilisation des résidus azotés de la vie cellulaire, 
dabord rejetés dans les premiers stades du développement, 
puis employés de nouveau, faute d’un meilleur aliment azoté. 

Dans le cas de lurée, objection tombe & cause de |’impor- 
tance des quantités dont il s’agit : la levure n’a pu emprunter 
les deux tiers ou la moitié de son azote & ses produits d’excré- 
‘tion. Avec l'acétamide, on pourrait opposer & cette objection 
Vargument suivant (qui est d’ailleurs valable aussi dans le cas 
de l'urée) : pourquoi la levure, qui est si avide d’ammoniaque, 
en laisserait-elle une partie inutilisée, si elle était réduite & 
s’adresser aux résidus de son activité? Lorsque la levure en 
inanition emploie les déchets de la vie cellulaire pour recon- 
struire de nouvelles cellules, il est exceptionnel que sa quan- 
lité augmente; a fortiori cette hypothése est-elle inadmissible 
quand on voit l’accroissement considérable du poids de levure 
produit dans les mélanges d’acétamide et d’acétate d’ammo- 
nium. Enfin, il est rare que le phénoméne en question appa- 
raisse dans dies fermentations d’aussi courte durée que celles 
qui nous occupent (cing jours). 

La conclusion a tirer de cette expérience, c’est plutot que 
l'ammoniaque parait nécessaire & la levure, méme lorsque 
celle-ci peut disposer d’une autre source d’azote, au moins 
dans Jes premiers temps de son développement. En effet, en 
poursuivant une culture faite en présence d'acétamide avec un . 
peu d’acétate d’ammonium pendant un temps suffisant, l’uti- 
lisation de ’amide augmente notablement. 

En voici la preuve: 

Deux ballons Ferneacu contenant 300 cent. cubes de milieu minéral glucosé 
4 20 p. 100 recoivent une méme quantité de solution d'acétamide et d'acé- 
tate d’ammonium, stérilisée par filtration aA la bougie, correspondant a 
97 milligr. d’azote amidé et 42 milligr. 6 d’azote ammoniacal. On ensemence 


avec une méme quantité d’émulsion de levure pure dans eau stérile et on 
place A l’étuve & 26°. 
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Voici les résultats obtenus : 


POIDS AZOTE AZOTE 
de AZOTE 0/0 AZOTE TOTAL 
GLUCOSE ALCOOL  levure de la dela ammonia- « du 
présent formé séchée levure levure cal liquide 
er. Gace er. milligr. ‘milligr. milligr. 
ANS OKO ARS oo 56,50 » 0,1150 8,30 IGA 12,6 1116 
Aprés 5 jours, . 47,35 3,5: 0,3983 23,40 5,80 0 96,8 
Apres 10 jours. . 28,42 14,3 0, 6826 32, 40 4,15 0 87,5 


Ici, l’azole ammoniacal a enliérement disparu aprés cing 
jours. Mais sia ce moment la quantité d’acétamide utilisée est 
faible et correspond au minimum & 2 milligr. 2 d’azote, elle 
augmente nettement ensuite et aprés dix jours correspond a 
11 milligr. 5 d’azote au moins, c’est-a- rune plus de 1/9 de la 
quaniite présente. 

Il n’en reste pas moins que l’acétamide ne peut étre com- 
parée & l’urée comme aliment azoté de la levure. Un fait qui 
semble indiquer aussi que la levure ne se trouve pas dans de 
bonnes conditions lorsqu’on lui fournit son azote sous forme 
d’acétamide, c’est la quantité élevée d’acides volatils qu'elle 
donne dans ces conditions. En étudiant la nature de ces acides 
volatils, qui devaient, me semblait-il, étre formés & peu prés 
uniquement d’acide acétique, j’ai constaté qu’en réalité il 
s'agissait d’un mélange d’acides formique et acétique. Je 
reviendrai plus tard sur ce fait, qui mérite d’étre examiné de 
pres. 

‘ 
+ 


Afin d’étendre les résultats obtenus & d'autres amides, j’ai 
comparé & lacétamide les corps les plus voisins de la méme 
série, formiamide, propionamide, butyramide. 

La formiamide du commerce se présente sous forme, d’un 
liquide incolore, solution aqueuse concentrée du produit, qui 
est assez etl et contient toujours une certaine quantité 
dammoniagque. La purification en est presque impossible; il 
m’a donc fallu lutiliser telle. La propionamide et la butyra- 
mide ont été purifiées par cristallisation dans le chloroforme. 

Jai préparé des solutions aqueuses des quatre amides, telles qu’elles 


renferment environ 1 gramme d’azote pour 100 cent. cubes et je les ai stéri- 
lisées par filtration, Quatre petits ballons Fernsacu contenant 400 cent. cubes 


i! 
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de milieu minéral glucosé A 20 p. 100 ont recu respectivement 10 cent. cubes 
de chacune de ces solutions, avec toutes les précautions d'asepsie voulues. 
L’ensemencement a été fait comme d’ordinaire avec des quantités égales de 
levure. La fermentation a été interrompue apres dix jours; on a trouvé: 


POIDS AZOTE AZOTE 0/0 AZOTE 

GLUCOSE ALCOOL de levure de la de la AMIDE 

présent formé séchée levure levure introduit 

TéMomM.. ..)., 24,04 » 0,0804 Pas 6,40 » 
Formiamide. . 0 9,6 0 ,2340 15,40 6,58 89 
Acétamide. . . 10,53 44 0,1107 6,25 5,68 103 
Propionamide. 411,69 4,0 0,1368 6,75 4,95 97 
Butyramide .. 10,35 42 0,1334 6,50 4,87 95 


Les rendements en levure sont faibles, ce qui est da en partie 
sans doute & une aération insuffisante, la couche de liquide 
ayant au moins 2 centimétres d’épaisseur dans les ballons 
employés. Les résultats n’en sont pas moins comparables et 
permettent de conclure que la propionamide et la butyramide 
ne sont pas de meilleurs aliments azotés que l’acétamide. La 
formiamide semble posséder une action spéciale; mais ne faut- 
il pas l’attribuer, soit & sa trés facile décomposition en ammo- 
niaque, soit 4 ce que le produit employé était déja un mélange 
d’amide avec un peu d’ammoniaque, l’action excitatrice de cette 
derniére intervenant alors? 

Ce quil faut ajouter, c’est que dans les cultures obtenues avec 
ces diverses amides, il se fait de acide formique, comme en 
présence d’acétamide. 

Depuis l’exécution des expériences que je viens de résumer et 
dont la plupart remontent & plusieurs années, Waterman a fait 
paraitre un travail sur la nutrition azotée dela levure pressée (1), 
ot il compare les amines et les acides aminés, d’une part, avec 
les amides, d’autre part. Alors que le premier groupe ne ren- 
ferme que de bons aliments azotés pour la levure, le second ne 
contiendrait, d’aprés lui, que la formiamide, l’oxamide et la 
palmitinamide, comme substances permettant le développe- 
ment de ce végétal. Ce travail parait, & la seule lecture, bien 
sujet & caution. 

Je me contenterai également de signaler ici le travail de 
Prinesuerm (2), qui a contredit mes expériences préliminaires, 


(1) Waterman. Folia microbiologica, 1913, t. II, p. 178, 
(2) PrincsnEIm. Biochem. Zeits., 1907, t. III, p. 121. 


798 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


sans les avoir vérifiées, et sans méme avoir lu mon travail. J’ai 
répondu longuement par ailleurs & ses critiques (1). 


Recherche de la diastase hydrolysant les amides. 


Nous sommes maintenant en possession d'un certain nombre 
de faits & l’aide desquels nous pouvons essayer dinterpréter le 
phénoméne de l'utilisation des amides par la levure. 

La premiére hypothése qui se présente a l’esprit est celle 
une simple hydratation destinée a fournir de l'ammoniaque. 
L’hydrolyse diastasique des amides, de l’urée en particulier, est 
un phénoméne fréquent chez les végétaux : elle peut étre pro- 
voquée par les cellules de nombreuses graines, entre autres 
celles des Papilionacées, comme l'a montré G. Zemeven (2); par 
des champignons inférieurs, tels que l’Aspergzllus niger, d’apres 
Smarts (3); enfin, par de nombreuses espéces bactériennes. I] 
suffit de rappeler que la fermentation ammoniacale de l’urée 
parle Micrococcus urex a 6té d’abord étudiée par Van Trecuem (4) ; 
Migueva isoléun grand nombre de microorganismes fermentant 
Vurée et montré que l’hydrolyse est due 4 la présence d’une 
diastase, l'uréase (5). 

On pouvait done supposer que la levure ne se comporte pas 
autrement et que, cultivée en présence durée, elle fournit 
aussi de l’uréase. 

Pour vérifier cette hypothése, je me suis servi de cultures 
faites en présence d’urée, qui ont été filtrées aprés des temps 
variables, additionnées d’une quantité d’urée correspondant a 
2 p. 100 environ, et filtrées ensuite a la bougie. Ces solutions 
wubandonnées pendant plusieurs heures a |’étuve & 50°, n’ont 
jamais montré une trace d'ammoniaque. 

Comme les milieux de culture sont toujours un peu acides, 
el que l'uréase est trés sensible % Vacidité, on peut craindre 
que la diastase ne soit détruite dans le liquide dans ces condi- 


(1) P. Tuomas. Recherches biochimiques sur les protéiques de la levure. 
Thése, Paris 1919. 
(2) G. Zemp.en. Zeils. physiol. Chemie, 1912, t. LXXIX, p. 229. 
(3) Surpata. Beitr. z. Chem. Physiol. u. Pathol., 1904, t. V, p. 384. 
he Van Tizcuem. Thése, Paris, 1862. 


5) Miquet. C. R. Acad. Sciences, 1890, t. 141, p. 397; Ann. de Mi raphi 
1893, t. V, p. 371. , ’ P tcrographie, 
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tions. J’ai alors fait des cultures dans le milieu a urée, en pré- 
sence de carbonate de calcium en léger exces, en agitant assez 
fréquemment, de maniére & saturer les acides produits par la 
levure et & maintenir la neutralité. Le résultat a été le 
méme. 

Il faut doncen conclure que, si la levure secréte de l'uréase, 
cette diastase ne diffuse pas dans le milieu. Ce résultat était 
@ailleurs & prévoir, puisque les cultures faites en présence 
durée, méme trés Agées, contiennent toujours un exces d’urée 
et ne montrent pas la présence d’ammoniaque. 

On pouvait espérer que la levure tuée par un antiseptique 
laisserait diffuser la diastase si celle-ci est présente dans les 
cellules. Afin de le vérifier, j'ai pris deux ballons Frrnsacn 
contenant du milieu minéral glucosé et je les ai stérilisés par 
chauffage aprés avoir introduit dans l'un 5 grammes de carbo- 
nate de calcium et dans l’autre 0 gr. 30 d'acide tartrique (soit 
0,1 p. 100). Les deux ballons ont recu aprés refroidissement la 
méme quantité d’une solution d’urée stérilisée par filtration et 
ont été ensemencés, puis abandonnés al’étuve. On agite chaque 
jour et on fait de temps & autre des prélévements en prenant 
toutes les précautions d'asepsie névessaires. A aucun moment 
le liquide ne donne de réaction positive au Nesster. Au bout de 
trente jours, on verse dans chaque ballon | cent. cube de solution 
alcoolique de thymol 4 10 p. 100; les ballons sont conservés a 
Pétuve & 25°, & l’obscurité, et on continue a effectuer des pré- 
lévements de temps & autre. Le résultat est toujours négatif : 
cesta peine si, aprés plusieurs semaines, le liquide prélevé donne 
apres distillation, une légére coloration jaune avec le réactif de 
Nesster. I] n’y a donc pas eu de dédoublement de l’urée présente. 

Ces essais ont 6lé renouvelés avec diverses levures de vin, de 
biere haute et basse, ensemencées dans des milieux a urée : on 
a essayé d’ajouter le thymol aprés des temps variables, sans 
jamais obtenir un seul résultat positif. 

Il semble donc que la diastase cherchée, si elle existe dans 
la levure, ne diffuse pas dans le milieu. Il ne restait plus qu’a 
la chercher dans le suc cellulaire lui-méme, en employant la 
méthode de Bucuner-Haun. 

Dans ce but, j’ai cherché & préparer une certaine quantité de 
levure développée sur un milieu & urée. M. A. Fernsacu a bien 
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voulu mettre & ma disposition deux des appareils dans lesquels 
il prépare en grand les levures pures (1). 


Un pied de cuve a d'abord été préparé dans des vases de cuivre étamés 
contenant chacun : 


BECOMING 6 9 60 6 6 oe 800 gr. 
Phosphate monopotassique. . . . 9 gr. 
Sulfate de magnésium...... 1 gr. 80 
BOUL acai iad fo eae ee 4 jitres. 


Aprés stérilisation & 120°, on refroidit et on ajoute 20 cent. cubes de solu- 
tion d’'urée a 20 p. 100 stérilisée par filtration, puis on ensemence. La fer- 
mentation se poursuit activement. Au bout de cing jours, en introduit asep- 
tiquement le contenu de chacun de ces vases dans deux cuves de FErNnBAcn 
renfermant chacune : 


PRM MVOC is co OW Gio BOS: 16.000 gr. 
Phosphate monopotassique. . . . 180 — 
Sulfate de magnésium...... 36 — 
WIR ie ee, He rE Ow OSS cm oto MNO 80 — 
FU QU IC eck se. ot aisha aes mC ms : 80 litres. 


L’urée avait été ajoutée aprés refroidissement, en solution aqueuse préa- 
lablement stérilisée par filtration. Le liquide a été aéré d’une maniére con- 
tinue, 

La fermentation étant & peu prés achevée au bout de douze jours, la 
levure déposée a été soutirée aprés décantation du liquide surnageant. La 
quantité obtenue, rapidement égouttée sur une chausse, représentait envi- 
ron 150 grammes de levure en pate épaisse. On y ajoute un poids égal de 
levure fraiche de brasserie tamisée et lavée, on exprime fortement et on 
mélange la Jevure pulvérulente avec 200 grammes de sable quartzeux et 
40 grammes de terre d'infusoires, selon la méthode indiquée par Bucaner (2). 
On broie longuement dans un mortier et on exprime la masse pateuse au 
moyen de la presse de Bucuner. 

On obtient, en élevant la pression jusqu’d 100 kilogrammes, un volume de 
45 cent. cubes de liquide; en allant jusqu’é 300 kilogrammes, il s’écoule 
encore 25 cent. cubes de suc, soit en tout 70 cent. cubes. Ce liquide a une 
réaction trés légérement acide au papier de tournesol. 

On prépare deux portions de 5 cent. cubes, qui sont portées a l’ébullition 
et servent de témoins : le premier tube recoit aprés refroidissement 5 cent. 
cubes d’eau, le second 5 cent. cubes de solution durée A 10 p. 100. Dans 
deux autres tubes contenant chacun 5 cent. cubes de suc de levure, on ajoute 
5 cent. cubes de solution d’urée a 10 p. 100; l'un deux recoit de plus 0 gr. 2 
de carbonate de calcium précipité destiné A rendre la réaction parfaitement 
neutre au début de lexpérience. On opére de méme avec deux nouveaux 
lubes dans lesquels on ajoute une solution d’acétamide au lieu d'urée, le 
second recevant en plus 0 gr. 2 de carbonate de calcium. 

Ces tubes sont laissés Ala température ordinaire (17°). Une seconde expé- 


(1) Décrit dans Duciavx, Traité de microbiologie, 1900, t. III, p. 726. 
(2) E. Bucaner. Ber. deut. chem. Gesell., 1897, t. XXX, padi 
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rience, disposée identiquement, est faite A l'étuve A la lempératnre de 30°. 
Enfin, le reste du liquide est additionné de 20 p- 100 de saccharose en 
poudre, pour vérifier l'activité zymasique du suc. Ce dernier tube, laissé A 
la température ordinaire, donne seulement au bout d’une demi-heure un 


tres faible dégagement de gaz, qui suffit pour prouver l’existence de la 
zymase. 


Quant aux autres tubes, leur réaction n’a pas changé: elle est restée 
neulre ou trés légerement acide, pendant la durée de l’expérience, quia été 
prolongée treize heures. Il n'y a donc pas eu hydrolyse de Vurée. Les tubes 
additionnés d’acétamide ne donnaient pas non plus trace d'ammoniaque par 
chauffage avec la magnésie. 


On peut conclure, semble-t-il, de cette expérience, que la 
levure employée ne contient pas d’uréase ni de ferment hydro- 
lysant les amides et que ces diastases ne s’y développent pas 
par culture dans un milieu ot l’azote est fourni sous forme 
durée. 

Depuis j’ai eu & plusieurs reprises entre les mains des pré- 
parations de levures différentes, faites suivant la méthode de 
Lesepew (1) et susceptibles de fournir des macérations conte- 
nant une zymase.trés active; je n’ai jamais pu’y déceler la 
présence d’uréase. 


Formation des protéiques de la levure. 


De toutes ces expériences résulte A l’évidence la conclusion 
que les amides employées, urée et acétamide en particulier, 


' peuvent servir &la levure pour édifier son protoplasma vivant ; 


quel est le mécanisme de cette utilisation? 

Comme on le sait, les acides aminés sont facilement attaqués 
par la levure. On admet que cette derniére, en agissant sur eux, 
produit une désamination avec formation d’alcool contenant 
un chainon carboné en moins. C’est ce que F. Euriicu a montré 
dés 1905 (2); ila ainsi expliqué la formation d’alcool amylique 
aux dépens de la leucine : 
CH 


Fas Pre 
S cH— CH? — CHNH?— COOH = > CH — CH? — CH?OH + CO*+-NE. 
CH 7 CH? 


Depuis, la réaction a été analysée, et grace aux recherches 


1) Lepepew. C. R. Acad. Sciences, 1914, t. 152, p. 49. 
: F. Enruicu. Zeits. d. Ver. deut. Zucker-Indusirie, 1905, t. LV, p. 539. 
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de Nevsauer et Fromserz (1) on sait qu’elle a Jieu par les stades 
suivants : 


2 


R— CHNIP — COOH +0 = R—C<— Cool. 
Ou 
L’hydrate d’acide iminé perd de l’'ammoniaque et donne un 
acide cétonique : 


y OH 
R—CAH—— COOH = R—CO— COOH + NE. 
\ NH? 


Ce dernier subit la décomposition connue en aldéhyde et 
CO? : 
; O 
R—CO—COOH=R—CQ__ +Co# 
H 


et finalement l’aldéhyde est transformé en alcool par fixation 
de Hi. 

On peut aussi aboutir & une oxydation comme réaction ulté- 
rieure, si on.admet que l’acide succinique présent dans les fer- 
mentations provient de l’acide glulamique par la suite des réac- 
tions suivantes : 


COOH — CH* — CH? — CHNH*? — COOH ——> 
i 
——> COOH — CH? — CH? — # — COOH ——~> 


NH? 
—— NH*+ COOH — CH* — CH? — CO — COOH —> 


0 
—-> CO" + COOH — CH? — CH GC? 
ad 


, 
COOH — CH*— CH? — C g _ -+ O = COOH — CH? — CH? — COOH. 


Ce que nous devons retenir, c'est que la levure utilise l’am- 
moniaque mise en liberté pour faire sa propre substance pro- 
téique. 

En est-il de méme avee les amides? Il nous faut l’admettre 
puisque rien ne nous permet de supposer que celles-ci peuvent 
entrer soit entiéres, soit par fragments (groupe CO — NH, par 
exemple) dans les protéiques de la levure. 


(1) Neusaugr et Fromuenz. Zeits. physiol. Chemie, 1911, t. LXX, p. 326. 
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Je n'ai pu déceler Ja présence de la diastase, uréase ou acé- 
tamidase, qui devrait provoquer le départ de l’ammoniaque ; 
mais ceci peut tenir & Vimperfection des procédés de recherche, 
ou a une destruction de cette diastase aussit6t que son action 
s'est manifestée. D’autre part, l'étude des fermentations faites 
en présence, soit d’une amide, soit dusel ammoniacal corres- 
pondant, montre une telle ressemblance, une telle similitude, 
qu'elle suffit a rendre la transformation extrémement probable. 

Le seul fait qui serait de nature a troubler cette conviction est 
la production d’acide formique qui accompagne les cultures 
faites en présence d’amides. Il pourrait faire penser & un mode 
de destruction des amides autres que I’hydrolyse pure et simple. 
Mais, comme nous le verrons plus tard, la production d’acide 
formique par la levure, dans les conditions spéciales que nous 
lui avons imposées, ne représente qu'un cas particulier, une 
exagération de cette production: toujours, peut-on dire, la 
levure produit de l’acide formique, méme dans les milieux 
naturels (jus de raisin, etc.) qui contiennent des corps amidés. 
De plus, cet acide n’est vraisemblablement qu'un produit inter- 
médiaire de la dislocation de la molécule de sucre, qui appa- 
rait et persiste dans le liquide, parce que la levure a été en 
quelque sorte contrainte & modifier les condilions de son méta- 
bolisme habituel. 

D’une maniétre générale, l’azote gagné par la levure corres- 
pond donc acelui perdu par les substances qu'elle a désaminées 
ou hydrolysées. Quant au carbone, il est emprunté au sucre : 
F. Euriicnh a montré en effet que si on donne & la levure un 
acide aminé, comme la leucine, avec peu de sucre, la culture 
est maigre, le dédoublement de leucine faible et en quelque 
sorte proportionnel au sucre présent (1). Ce qui tend encore a 
prouver que l’azote des acides aminés est simplement détaché 
sous forme d’ammoniaque, c'est que la présence dans le milieu 
de sels ammoniacaux a cété d’acides aminés protége ces der- 
niers. 

F. Enruicn pense que la synthtse des protéiques ne se fait 
pas directement a partir du sucre, mais & partir d’un produit 
de décomposition de celui-ci. En effet, certaines levures (par 


(1) F. Exrvrcs. Biochem. Zeitschr., 1914, t. XXXVI, p. 477. 
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exemple Willia anomala Hansen) se développent en présence 
d’avides aminés (tyrosine) et de corps dérivés des sucres, alcool 
éthylique, glycérine, comme en présence du sucre lui-méme : 
le poids de levure obtenu, la quantité d’azote assimilée, le 
rendement en tyrosol ou alcool p-oxyphényl-éthylique ont été 
sensiblement les mémes qu’avec le saccharose. A remarquer 
que dans ces conditions les divers alcools sont oxydés en 
acides. Euritcu a également essayé les alcools méthylique et 
amylique et l’acide lactique (sous forme de sel de calcium), 
mais les résultats sont moins bons, quoique la levure ait pu 
encore construire son protoplasma avec ces corps en pré- 
sence de tyrosine comme source d’azote. Si on ajoute aux acides 
aminés l’acide pyruvique au lieu de sucre, les rendements sont 
bien meilleurs. 

Le méme résultat peut étre obtenu également avec une 
levure de distillerie. F. Enrurcn en conclut que ces levures, en 
poussant dans des solutions oti le sucre est remplacé par l’acide 
pyruvique, peuvent utiliser ce dernier corps & la fois comme 
source d’énergie et comme source de carbone pour la construc- 
tion de leurs protéiques. 

La synthése des protéiques de la levure est évidemment de 
nature diastasique; d’aprés Kurscuer (1), cette synthése est 
due au méme ferment qui produit leur dégradation au cours 
de l’autolyse. Pour Iwanow (2), l’action lytique est favorisée 
par le phosphate monopotassique,tandis qu'elle est arrétée par 
le phosphate bipotassique. Ce dernier favorise au contraire 
action synthétique lorsque l’autolyse est arrivée & un degré 
convenable. Les processus synthétiques s’effectuent surtout aux 
dépens des peptones et polypeptides; il y a done au préalable 
une autre synthése qui doit intervenir pour la formation de 
ces derniers composés : ceux-ci dériveraient alors de l’ammo- 
niaque et des substances ternaires, elles-mémes dérivées des 
sucres. 

Quoi qu’il en soit, la levure,comme les végétaux verts, cons- 
truit les matiéres azotées de son protoplasma & partir de l’am- 
moniaque et de produits ternaires en relation étroite avec les 


(1) Korscner. Zeils. physiol. Chemie, 190', t. XXXII, p. 59. 
(2) Iwanow. Biochem. Zeitschr., 1944, t. LXIII, p. 359. 
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b ° ° . . . 
sucres. L’azote qui lui est fourni sous forme de combinaisons 


organiques est ramené a l'état d’ammoniaque avant toute utili- 
sation. 
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PRODUCTION DE LEUCOCYTES POLYNUCLEES 


PAR DES FRAGMENTS DE RATE CULTIVES «IN VITRO » 


par MAURICE DE LAET. 


(Travail fait & l'Institut Pasteur de Bruxelles.) 


Les mémorables travaux de Mercunmorr et de ses éléves sur 


_la phagocytose ont attaché au probleme de l’origine des glo- 


bules blancs un intérét tout spécial. 

De trés nombreuses recherches entreprises A ce sujet ont tenté 
de préciser la part que prennent les organes hémopoiétiques 
dans la production des leucocytes, dans les diverses circons- 
tances de la vie: au cours du développement embryonnaire ou, 
chez l’adulte, au cours des infections microbiennes. 

Cependant, nous restons encore assez ignorants sur Je point 
de savoir quel mécanisme excitateur commande -la néoforma- 
tion leucocytaire chez l’adulte. 

Nous savons, depuis que MercunixorF l'a établi de facoa cer- 
laine, que l’inoculation de, microbes pathogénes & un animal 
vivant provoque dans la plupart des cas l’apparition d’une leu- 
cocytose dans la circulation générale de Vindividu infecté. Les 
polynucléés représentent alors la trés grande majorité des 
éléments nouveaux. 

D’innombrables constatations scientifiques sont venues con- 
firmer cette thése, et nous pouvons actuellement considérer 
comme absolument certaine l’action qu’exercent les germes 
pathogénes sur la production des globules blancs polynu- 
cléés: 

Mais 1a s’arréte le domaine de l’acquis, car les phénoménes 
qui se manifestent entre le moment de l’inoculation micro- 
bienne et celui de l’apparition de nombreux leucocytes nou- 
veaux dans le sang nous sont presque complétement inconnus. 

Une premiére question se pose qui n'a guére recu encore de 
réponse satisfaisante : au niveau de quels organes influence 
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du microbe agit-elle pour exciter la prolifération des éléments 
producteurs de leucocytes? 

Enrricn et son école assignent 4 l'ensemble des globules blancs 
des mammiréres adultes deux origines bien distinctes. 

D’aprés ces auteurs, les lymphocytes et les mononucléés 
prennent naissance dans les ganglions lymphatiques et la rale, 
tandis que, seule, la moelle osseuse des os plats produit des 
leucocytes granuleux. 

A cette théorie dualiste, les partisans d’une théorie uniciste 
opposent des arguments basés sur des faits d’anatomie com- 
parée, d’embryologie et de pathologie expérimentale, qui abou- 
lissent & cette conclusion que la distinction proposée par 
Enrricu en organes lymphoides et myéloides n'est qu/artificielle 
puisque chez les étres moins évolués de l’échelle animale, chez 
les embryons des mammiféres ou enfin chez les mammiféres 
adultes a l’occasion d’une infection violente, les organes réputés 
exclusivement lymphoides produisent les éléments de Ja série 
dite myéloide. Le travail de Dominici (1901) apporte & cet égard 
d’intéressantes constatations. Cet auteur montre que chez le 
lapin adulte atteint de septicémie par le bacille d’Eberth, la 
rate contient des foyers d’éléments « myéloides » ot ’examen 
histologique découvre des mégacaryocytes et des myélocytes. 

Malheureusement, si intéressantes que soient ces recherches, 
elles ne démontrent pas de facon irréfutable que c’est la rate 
elle-méme qui a fourni les éléments-souches de ces foyers de 
prolifération. On pourrait objecter, en effet, que des cellules 
génératrices de leucocytes granuleux ont émigré de la moelle 
osseuse en pleine activité réactionnelle et que, portées par le 
sang circulant, elles sont venues se greffer et proliférer dans 
le tissu splénique. 

A cette premiére lacune de nos connaissances, s’ajoute 
lignorance quasi compléte ot nous sommes de la nature de 
excitation qui agit sur Vorgane hémopoiétique et déclanche 
les phénoménes de multiplication leucocytaire. 

La conclusion simpliste, qui parait résulter assez naturelle- 
ment des travaux de Mercanixorr cités plus haut, est que 
action directe du microbe sur lorgane hémopoiétique suffit 
pour exciter la genése de nouveaux éléments de défense, en 
d'autres termes que l’action attractive tropique que les germes 
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exercent sur les phagocytes influence aussi les éléments produc- 
teurs de ces phagocytes et provoque leur prolifération. 

Cette conclusion est inexacte, des travaux récents démon- 
trent que l’excitation formatrice de leucocytes est plus com- 
plexe et utilise le concours de facteurs intermédiaires. 

En 1913, J. P. Gay et Enitn Craypore publitrent deux 
mémoires ot ils exposent les expériences qu’ils firent sur les 
problémes qui nous intéressent ici. Des plus caractéristiques 
d’entre elles, il résulte que si on injecte dans la circulation d’un 
lapin neuf du bacille typhique vivant, aprés une hypoleuco- 
cytose passagére, il se produit une hyperleucocytose dont le 
maximum est atteint au bout de seize & vingt-huit heures aprés 
Vinoculation et dont le chiffre varie de 34.000 & 56.000 leuco- 


cytes par millimétre cube de sang. Mais si on répéte l’expé- 


rience sur des animaux zmmunisés contre la fiévre typhoide, on 
constate que l’hypoleucocytose, plus précoce, est notablement 
plus bréve et qu’elle est trés rapidement suivie d’une hyper- 
leucocytose atteignant de 80.000 & 274.000 éléments blancs par 
millimétre cube. Pareille hyperleucocytose ne se produit que 
si l'on injecte du bacille typhique et non quelque autre microbe 
i animal immunisé contre la fiévre typhoide. (Auquel cas la 
réaction est semblable a celle de l’animal neuf.) 

L’idée nouvelle que ces faits suggérérent a ces derniers cher- 
cheurs est que le sérum immunisant prend activement part a 
Yexcitation multiplicatrice des leucocytes. 

Une déduction aussi précise nous parait insuffisamment 
autorisée par les données expérimentales; elle est cependant 
plausible. 

De plus cette hypothése peut s’appliquer au cas de la leuco- 
cytose des animaux neufs atteints d’une premiére infection. 
L’existence de cette intervention intermédiaire demande, du 
reste, & étre confirmée et aussi précisée. 

Nous nous sommes proposé de déterminer d'une facon 
aussi rigoureuse que possible le lieu d’élaboration de la leuco- 
cytose que provoque le facteur d’excitation suggéré par les 
travaux de Dominict et de Gay et Epira Cuaypote, le bacille 
typhique. 

Dans ce but, nous avons cru devoir utiliser une méthode 
expérimentale d’acquisition récente, celle des cultures in vitro 


> 
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de A, Carrev. Déja dans le domaine de Vimmunité, Carrer 
lui-méme, puis Carre et Incrpriersen (1942), enfin Lupke (1912), 
lutilistrent pour étudier la formation d’hémolysines et d’agelu- 
tinines, avec un plein succés. Leurs travaux démontrérent que 
les tissus mis en culture dans les conditions décrites par CarrEt 
gardent une vitalilé relativement longue qui leur conserve un 
pouvoir réactionnel aux agents pathogones, semblable a celui 
quils possedent 2m vivo. 

On pouvait donc espérer qu'une formation de polynucléés 
s’effectuerait én vitro dans des fragments de tissus hémopoiéti- 
ques provenant d’animaux préalablement injectés du _bacille 
typhique, ou bien encore dans des cultures, additionnées de 
bacille typhique, de tissu de méme catégorie mais provenant 
d’animaux neuls. 

Avant de passer & la partie descriptive, je tiens 4 remercier 
M. le professeur Bordet pour l’aimable hospitalité qu'il a bien 
voulu me donner dans les laboratoires de |'Institut Pasteur de 
Bruxelles et pour les précieux conseils dont il m’a honoré. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


J'ai utilisé le cobaye comme matériel d’expérience. 

L’animal, tué par section du bulbe ou par saignée a blane, a 
l'abdomen soigneusement rasé et frotté a la teinture diode. 

On lui enléve la rate avec la plus rigoureuse asepsie et, trés 
rapidement, on la plonge dans un cristallisoir contenant du 
liquide de Rincer stérile auquel on conserve la température 
de 38°C. Ensuite, & l'aide de fins ciseaux asepliques, on découpe 
Yorgane, toujours immergé dans le Ringer en trés petits frag~ 
ments d'une fraction de millimétre & 1 ou 2 millimétres au 
maximum de grandeur. On aspire, au moyen d’une large 
pipette, le liquide qui entraine les petits morceaux d’organe et 
on rejette le tout au fond d’un tube stérile que l’on ferme par 
un tampon d’ouate. On prépare ainsi 5 a 6 tubes. En inclinant 
fortement le tube contenant les fragments d’organe, on par- 
vient & faire adhérer ceux-ci a la paroi; rien n’est pls aisé, 
alors, que d’aspirer au moyen d'une pipette plus effilée le 
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Ringer inutile que l’on remplace immédialement par le milieu 
de culture, recouvrant les morceaux de tissu d’une couche 
mince. Le milien qui a été utilisé ici, décrit par Carrex, est 
composé de quatre parties de sérum de cobaye neuf et d'une 
partie d'une solution & 2 p. 100 de gélose dans du liquide 
physiologique. Le mélange effectué A une température de 
40° & 42°C. est conservé au bain-marie & cette méme température 
jusqu’au moment de l’emploi. Les tubes renfermant les frag- 
ments et le milieu sont hermétiquement fermés par un capu- 
chon de caoutchoue destiné a éviter l’évaporation, et sont placés 
a l’étuve & 38°, en position trés fortement inclinée. 

La principale cause d’insuccés est la contamination des cul- 
tures. C'est pourquoi, aprés avoir essayé plusieurs techniques, 


‘cultures sur lames de verre, en boites de Petri ou en godets 


creux, nous nous sommes arrété a la méthode ci-dessus décrite. 
Elle a sur toutes les autres cet énorme avantage d’éviter 
exposition directe & lair libre des fragments & cultiver et de 
supprimer ainsi le principal agent de contamination. Il est 
méme recommandable — et c’est ainsi que nous avons pro- 
cédé — de faire toutes les manipulations sous une vitre qui 
protége contre la chute des poussiéres les mains de l’opérateur 
et les objets qu’elles manipulent. Le temps de culture terminé 
(trois & cing jours), les tissus ont été examinés de deux facons. 
La premiére consiste & séparer et & prélever au moyen d’une 
pipette effilée la zone de milieu qui entoure immédiatement les 
fragments cultivés et qui contient, comme nous le verrons plus 
loin, les éléments de la prolifération de ces fragments. On 
l’étale sur une lame porte-objet; on fixe et on colore comme s'il 
s'agissait d'une préparation bactériologique ou d'une prépara- 
tion de sang pour l’examen des leucocytes (coloration a la 
thionine ov au bleu de Leishmann-Romanowsky). La seconde 
fut la fixation en masse dans le liquide de Bouin des fragments 
inclus dans leur milieu de culture et la préparation histolo- 
gique de ces piéces débitées en coupes sériées. La premiere de 
ces méthodes convient mieux que la seconde pour l’examen des 
leucocytes qui se rétractent au contact des liquides fixateurs et 
perdent de leurs caracttres cytologiques. La seconde fagon de 
procéder permettra l’étude des fragments en culture et de leur 
prolifération. 
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DESCRIPTION DES EXPERIENCES. 


I. — Un cobaye de £00 & 450 grammes regott dans la jugu- 
laire interne une injection de 1 cent. cube d'une émulsion dans 
la solution physiologique de bacille typhique tué par un séjour 
d’une demi-heure & la température de 56°. Vingt-quatre heures 
aprés cette injection, l'animal est sacrifié et on lui enléve la 
rate que l’on répartit en tubes de cultures, ainsi qu'il a été décrit 
plus haut. 

Un autre cobaye du méme poids, non injecté, sert de témoin. 

Aprés vingt-quatre heures, les deux cultures : rate de cobaye 
injecté et rate de cobaye neuf ont le méme aspect. Chaque petit 
fragment en culture est décoloré, mais ne montre encore aucune 
prolifération. 

Aprés quarante-huit heures, on remarque, surtout si on 

examine les cultures par transparence, que les fragments de 
rate de cobaye injecté sont entourés d’un mince et léger trouble 
blanchatre qui va en s’effacant du centre a Ja périphérie. Les 
fragments de rate de cobaye non injecté ne présentent pas ce 
trouble périphérique; seuls de trés fins petits prolongements 
filamenteux, formant un léger feutrage a peine visible, se mon- 
trent autour des bords des morceaux. 

Le troisiéme et le quatriéme jour de culture, la zone blanche 
caractéristique des fragments de rate « typhique » s’agrandit et 
devient plus opaque. Le maximum de largeur est atteint aprés, 
en moyenne, quatre-vingts 4 quatre-vingt-seize heures de cul- 
ture. De plus, alors que la prolifération des fragments de tissu 
d’animal non injecté n’est bien active que chez les morceaux 
de moins d’un millimétre de taille, la zone blanche des frag- 
ments de rate « typhique » apparait aussi bien autour des par- 
celles ayant 1,5 ou 2 millimétres. Mais elle atteint tant chez les 
petits. que chez les plus gros fragments une largeur sensible- 
ment uniforme; un peu plus d’un millimétre nettement définis- 
sable. Toutefois les zones qui entourent les plus gros fragments 
se distinguent par une plus grande opacité. 

Les deux formations (rate normale et rate typhique) sont 
done nettement reconnaissables l’une de Vautre, méme macro- 
scopiquement. Du reste, si on les examine au microscope, en 


«tae 
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coupes, ou mieux, en frottis, on se rend immédiatement compte 
de leur nature. L’examen de frottis de zones apparues autour 
du tissu de rate typhique montre wne qguantité énorme de leuco- 
cytes polynucléés ressemblant vérilablement & l’aspect qu’offre 
une préparation de pus. Rien qu’a la vue de cet amas de leuco- 
cytes, on acquiert la conviction qu’un travail réactionnel consi- 
dérable a di se passer dans le petit fragment en culture. 

En coupes, on voit que ces leucocytes ont envahi le milieu 
de culture circonvoisin grace & leurs mouvements amiboides 
propres. C’est ce qui explique la largeur et l’opacité décrois- 
sante de la zone blanche développée autour de ces fragments. 

Certains leucocytes se sont méme avancés jusqu’a une dis- 
tance de prés d’un centimétre de la parcelle dont ils sont origi- 
naires. La trés grande majorité des polynucléés ne s’est guére 
éloignée et forme la zone blanche décrite ci-dessus. 

Nos préparations nous ont montré que presque tous les 
leucocytes ainsi formés ont une réaction neutrophile, trés rare- 
ment basophile. Nous n’avons rencontré aucun éosinophile. 

I] ne faut, & notre avis, attacher qu'une trés minime impor- 
tance a ces aspects. Les conditions de culture sont naturelle- 
ment trés susceptibles de transformer la réaction des éléments 
ainsi néoformés. Au point de vue qui nous occupe, cette ques- 
tion n’a, du reste, qu'une importance toute accessoire. 

Dans les cultures de rate de cobaye non injecté, rien de sem- 
blable ne s’est passé. 

Le fissu Pomoneit s'est considérablement développé tant a 
Vintérieur qu’a l’extérieur du fragment et forme le feutrage 
ténu déji macroscopiquement décrit plus haut. I] enserre dans 
ses mailles fines une tres grande quantité de gros éléments 
embryonnaires, & protoplasme abondant, “tel lesquels on 
distingue de nombreux macrophages phagocytant des hématies 
et des cellules en dégénérescence, constituant ainsi la réaction 
au traumatisme provoqué par le découpage des morceaux 
d’organe. Quant aux polynucléaires, on n’en trouve pas, et le 
milieu ambiant est dépourvu de tout élément figuré. 


II. — Une rate de cobaye normal de méme poids que les 
précédents fut prélevée et cultivée selon la méthode déja 
connue, mais le milieu de culture recut au préalable 1/2 cent. 


814 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


cube d’émulsion typhique (celle méme qui fui utilisée pour les 
injections intraveineuses) pour 10 cent. cubes de sérum sanguin. 
Cette dose correspond & celle qui fut injectée, en ce sens qu’elle 
confere au milieu la méme concentration toxique que celle du 
sang de l’animal injecté; les fragments ainsi cultivés se trou- 
vaient donc, @ ce point de vue, dans des conditions identiques a 
celle de l’organe considéré in vivo chez l’animal injecté. 

Une rate normale, servant de témoin, fut cultivée sur un 
milieu sans toxine. 

Les deux cultures furent semblables : les leucocytes polynu- 
cléaires n’apparurent ni dans Ja premiére, ni dans la seconde, 
seule la prolifération conjonctive se manifesta. 


CONCLUSIONS. 


1° Il est désormais hors de doute que, au cours d'une forte 
inoculation de bacille d’Eberth, la rate est le si@ge d’une 
réaction trés intense qui met en liberté un nombre trés consi- 
dérable de leucocytes polynucléés. La quantité de ces éléments 
est telle, comparée aux dimensions du fragment dont ils sortent, 
qu’on ne saurait s’arréter un instant & Vidée qu ils y préexis- 
taient. La prolifération est un fait évident. 

2° La seconde question que nous nous posions au début de 
ce travail était relative a lorigine des éléments souches de cette 
genése. Appartiennent-ils aux éléments constitutifs de la rate 
ou sont-ils simplement importés dans cet organe par le sang 
circulant? 

Au point de vue du réle que peut jouer la rate au cours des 
infections, cette distinction n’a guére d‘importance puisque le 
résultat, c’est-a-dire la mise en action d’un nombre énorme 
d’éléments défensifs, subsiste dans les deux cas. 

Son intérét réside dans l’argumentation qu’elle fournit aux 
histologistes discutant Vorigine unique ou double des glo- 
bules blancs du sang. . 

Nos expériences nous paraissent permettre des conclusions 
certaines en faveur des unicistes. En effet, nous avons cultivé 
simultanément des fragments de moelle osseuse et de ganglions 
lymphatiques des animaux injectés dont la rate nous a fourni 
_la prolifération de polynucléés. Aucun de ces deux premiers 
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tissus ne manifesta méme |’ébauche d’une réaction semblable 
a celle du troisieme. De gros macrophages entourent les par- 
celles de moelle osseuse et phagocytent le milieu immédiate- 


ment en contact avec elle. Aucun élément migrateur n’a été 


décelé dans la culture, aucun foyer de prolifération n'a été 
trouvé au sein des fragments examinés. Quant aux ganglions 
lymphatiques, seule une aire de tissu conjonctif jeune l’entoure 
au bout de deux jours de culture. 

Or, si ces organes avaient envoyé dans la circulation les élé- 
ments générateurs d’une leucocytose aussi intense que celle 
qui se fit dans nos cultures, des traces en seraicnt au moins 
restées apparentes dans les tissus fixés en pleine activité. 

Du reste, le fin découpage des fragments au sein du Ringer, 
avant la mise en culture, a rendu ces parcelles totalement déco- 
lorées, exsangues. Il est dés lors inadmissible que, seuls, un 
grand nombre de myéloblastes ou de myélocytes y aient pu 
subsister. 

La rate de nos cobayes a donc réagi sew/e & intoxication 
éberthienne; elle a fourni, selon toute évidence, les éléments 
souches de notre polynucléose expérimentale. 

3° Cette réaction répond-elle 4 Vexcitation directe de la 
toxine typhique ou a d'autres facteurs intermédiaires créés par 
la présence de cette toxine dans le sang? 

Le second groupe d’expériences apporlte 4 ce sujet quelques 
données. La toxine typhique ne détermine pas elle-méme par 
son seul contact avec le tissu splénique cette formation de poly- 
nucléaires. 

Il existe donc, sans aucun doute, un facleur intermédiaire 
provoqué lui-méme par l’introduction de I’émulsion bacillaire 
dans la circulation, mais sur la nature duquel il nous est impos- 
sible dans l'état de nos connaissances d’étre plus amplement 
fixé. 

Toutefois, nous pouvons déja conclure, de ce que nous sayons, 
que cetle excitation doit se faire chez l’animal vivant et que, 
une fois opérée, elle ne nécessite plus la présence de |’excitant 
dans la rate, puisque, relirée de l’animal et cultivée sur un 
milieu a base de sérum normal, cette rate manifeste cependant 
une vive réaction. 

Telles sont les données que nos recherches nous ont fournies. 
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Nos expériences n’ont utilisé que Vaction excitatrice.du bacille 
typhique tué. Il est infiniment probable que la plupart des 
autres microbes pathogénes exercent la méme action. D’autres 
recherches & ce sujet apporteraient, nous semble-t-il, de fruc- 
tueuses et intéressantes précisions. | 
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LIMMORTALITE DES ORGANISMES UNICELLULAIRES 


par S. METALNIKOW. 


De nombreux biologistes ont traité le problame de l'immor- 
talité et de la multiplication des organismes unicellulaires. Les 
premiers essais sur l'étude de la vie et de la multiplication des 
infusoires sont dus au savant Benedict de Saussure (1675). 
Aprés lui de nombreux et célébres protistologistes du x1x° siécle 
tels que: Guanzato, Ehrenberg, Dujardin, Balbiani, Engelmann 
et d’autres avaient fait des expériences semblables. 

En 1888-1889 Maupas fit paraitre ses travaux classiques sur 
la multiplication et la conjugaison des infusoires. I] avait étudié 
la multiplication de vingt espéces différentes, dont les unes ne 
vécurent que deux-trois semaines ; il réussit & entretenir 
d’autres durant des mois; mais toutes les cultures aprés un 
certain nombre de générations périrent. Avantleur mort Maupas 
put observer une suite de changements provenant de la vieil- 
lesse ; ce qui d’aprés lui démontrerait que lorganisme des 
infusoires comme celui de tous les autres étres vivants s’use 
avec le temps et s’achemine ainsi vers la vieillesse et la mort 
naturelle. 

Tous les infusoires auraient fini par périr sls n’avaient 
pas la faculté de se conjuguer entre eux. La conjugaison dont 
les principaux traits nous rappelle le processus sexuel préserve 
les étres unicellulaires de la dégénérescence sénile. 

Pour Maupas la conjugaison rajeunit la cellule en lui donnant 
des forces nouvelles.Les expériences de Maupas ont été exécutées 
sur une échelle si large, ses mémoires sont tellement démonstra- 
tifs que sa conception relative & la signification de la conju- 
eaison, au processus sexuel, s’est imposé en biologie et fut 
unanimement adoptée dans tous les traités. 

Les nombreux travaux faits dans les laboratoires de Butchh, 
Hertwig et autres confirmérent plus ou moins les observations 


de Maupas. 
En 1902,Calkins, zoologue américain, fit paraitre ses premiers 
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travaux, et, tout en répétant ceux de Maupas, démontra que 
la vie des infusoires pouvait étre prolongée non seulement par 
la conjugaison, mais aussi par des matiéres stimulantes (extrait 
de viande, extrait dela glande thyroide et solutions de quelques 
sels). . y 

Les cultures vécurent prés de deux ans et donnérent plus de 
700 générations. Les cultures de Calkins finirent cependant 
par périr d’épuisement. Ainsi ses expériences prouvérent a 
nouveau la théorie de Maupas. Pour Calkins la mort naturelle 
par vieillissement est essentielle au protoplasme des étres uni- 
cellulaires. Chaque infusoire a sa durée de vie, son nombre 
propre de divisions que Calkins a nommés faculté vitale 
potentielle. Lorsque celle-ci est épuisée la cellule meurt. 

Cependant dans chaque flaque d’eau se trouvent des milliers 
d’infusoires. Par conséquent il doit exister un moyen naturel 
d’écarter la mort normale. C'est ici qu’intervient le processus 
de la conjugaison ou de la fécondation. 

Grace & ce processus les vieilles cellules se transforment en 
un individu nouveau, comme le protoplasme des cellules 
sexuelles aprés la fécondation se transforme en un individu 
nouveau. Sil nous était possible de réunir tous les infusoires 
provenant par. division de l’infusoire mére et si nous pouvions 
les classer par périodes, nous n’aurions pas manqué de constater 
que le protoplasme de ces multiples cellules présente les mémes 
périodes successives de jeunesse, de maturilé et de vieillesse 
que les cellules d'un animal supérieur. Dans les deux cas’ les 
cellules se multiplient par cycles. 

En méme temps que les travaux de Calkins parurent ceux 
d’Enriques dont les résultats étaient opposés. 

Enriques a obtenu dans ses cultures jusqu’é 683 générations 
sans aucun indice de vieillesse. Pour conclure il a exprimé sa 
ferme conviction que les indices de dégénération observés par 
Maupas, Calkins et d’autres ne proviennent ni des causes 
internes, ni de la vieillesse. C'est le résultat d’auto-intoxication 
par les produits d’échange nutvilif et les toxines produites par 
suite du développement des microbes. La perfection de la 
technique des cultures et l’éloignement soigneux des produits 
d’échange nutritif des cultures nous donneraient la possibilité 
de prolonger l’expérience & Vinfini. 
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En effet les travaux postérieurs sur les cultures d’infusoires 
isolés confirment l’opinion d’Enriques. ) 

Bientot aprés les travaux d’Enriques parurent ceux du 
zoologue américain Woodruff. Il a perfectionné la technique de 
ses cultures et a démontré que les infusoires pouvaient se 
développer a V’infini sans aucune conjugaison. Woodruf a 
commence ses expériences en 1907 et il a continué la culture 
des infusoires isolés (Paramecium aurelia) jusqu’a nos jours. 
A juger d’aprés les derniers ouvrages de Woodrut cette cul- 
ture a atteint plus de 5.000 générations sans conjugaison. 

J’ai entrepris une expérience analogue presque en méme 
temps que Woodruff. Au commencement de l’année 1908 j'ai 
reliré de Il’ aquarium un infusoire, Paramecium caudatum, qui 
a donné naissance & toutes mes cultures d’infusoires igolées: 


‘Durant deux ans l’expérience a été poursuivie par moi et par 


ma femme, & Tsarskoyé Selo. 

En 1910, j’ai transporté cette culture au laboratoire biolo- 
gique Lesgaft a Pétersbourg ot elle est poursuivie jusqu’aé 
présent. 

Afin de compenser la perte possible d’une des cultures, j’en 
ai fait 20; et l'étude de ces cultures était poursuivie par deux 
personnes différentes. Nuus observions en méme temps 
Vinfluence des conditions différentes sur la vie et la multi- 
plication des infusoires: influence de la lumiére, de la tempé- 
rature, de la nourriture, etc. 

En vérité ce travail a été collectif, car il est impossible & une 
seule personne de s’occuper d'un si grand nombre de cultures 
pendant longtemps. Outre ma femme et mon fils, les personnes 
qui aux époques différentes ont pris part a ce travail sont: V. 
Losskaya, A. Krassouskaya, A. Fedorowa, O. Toptchiew, R. 
Galustiantz et Volkowa. Ce fut surtout M. Galadgieff qui a 
consacré beaucoup de temps et a prodigué bien des soins & 
cette culture. J’)exprime ici ma sincére reconnaissance aux per- 
sonnes ci-dessus mentionnées. 


Méthode. 


Dans aucun domaine d’études expérimentales la méthode ne 


joue un role aussi décisif que dans les expériences sur les 


820 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


cultures des organismes inférieurs. Il faut tenir compte des 
influences minimes, souvent imperceptibles, et des conditions 
extérieures. Fréquemment le succes de l’expérience dépend 
entitrement de ce que les conditions artificielles correspondent 
aux conditions naturelles dans lesquelles vit cet organisme. Si 
nous trouvons que l’crganisme dans les conditions données 
varie, souffre et méme périt nous ne pouvons aucunement 
parler d’affaiblissement, des changements séniles ou de mort 
naturelle jusqu’& ce que nous ne soyons absolument certains 
que tous ces phénoménes ne sont provoqués par aucune 
condition extérieure, souvent & peine perceptible au labora- 
toire. C'est pourquoi il nous a paru nécessaire de commencer 
par étudier toutes les conditions favorables & l’alimentation et a 
la multiplication des infusoires. 

Grace aux expériences poursuivies pendant longtemps, nous 
connaissons suffisamment tout ce qui concerne la vie, l’alimen- 
tation et la multiplication des infusoires, principalement des 
Paramecium. Nous savons que les infusoires vivent et se 
mulliplient parfaitement dans les infusions de foin, cependant 
Vinfusion de foin n’est pas un milieu obligatoire pour l’expé- 
rience. 

Les infusoires peuvent aussi vivre dans de faibles solutions 
d’extrait de viande et méme dans l’eau simple, a condition 
que cette eau ne contienne aucune matiére nuisible, méme 
si les doses en sont minimes (imperceptibles & toute analyse 
chimique). 

L’eau, on Je congoit facilement, joue un role important dans 
la vie des infusoires. L’eau distillée préparée ordinairement 
dans des vases métalliques, de méme que l’eau courante de 
nos conduites d’eau sont plus ou moins nocives pour les infu- 
soires. C’est pourquoi il est important d’employer pour les 
infusions l’eau des étangs ou celle qui est distillée dans des 
appareils en verre. L’eau obtenue par la fonte de la neige 
vierge (1) donne de bons résultats. 

Les expériences nous ont prouvé que l’eau pure de neige pré- 
sente non seulement un milieu favorable aux infusions, mais 


(1) Pour obtenir cette eau, il faut se servir de neige pure, prise hors de la 
ville, car en ville la neige est toujours plus ou moins souillée. 
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elle exerce en outre une influence stimulante sur lés infusoires 
eux-mémes, 

La seconde condition indispensable pendant ces expériences, 
c'est la propreté absolue des verres et des serviettes. Il faut 
toujours s’assurer que le verre n’a servi & aucun autre usage 
et sil ne contient point de traces de réactifs. I] est connu que 
les composés chimiques, tels que le sublimé, pénétrent pro- 
fondément dans le verre et il est trés difficile de les en 
enlever. 

Pour l’élevage des infusoires nous avons employé principa- 
lement le foin. I] est 4 remarquer que Ja qualité du foin exerce 
une influence importante. Certaines sortes de foin contiennent 
des plantes nuisibles & la vie des infusoires. C’est pourquoi, 
avant de commencer |’expérience, il est nécessaire d’étudier 
Paction de lextrait de foin sur les infusoires. Nous avons fait 
une grande provision de bon foin expérimenté plusieurs fois 
et qui nous a servi tout le temps. L’infusion de foin se prépare 
de la maniére suivante: 

On prend 1 gramme de foin, 100 cent. cubes d’eau, on en 
remplit le ballon et on soumet a 1]’ébullition pendant plusieurs 
minutes. 

L’infusion obtenue peut étre conservée plusieurs jours et 
servir d’alimentation aux infusoires. Outre linfusion de foin, 
nous avons employé la solution d’extrait de viande de Liebig 
si recommandée par Woodruf. 

On répartit dans des tubes la solution d’extrait de viande 
& 0,025 ou 0,050 p. 100; on bouche avec du coton et on meta 
Vautoclave. 

Ce milieu excellent pour les Paramecium est d’autant plus 
commode qu’il peut étre conservé trés longtemps dans des tubes 
stérilisés (1). 

Les infusoires absorbent volontiers toutes ces maliéres. Par- 
fois sous l’influence de l’alimentation prolongée avec la méme 
substance ils finissent par changer quelque peu leur aspect 


extérieur. Par exemple: les infusoires nourris de jaune d’ceuf 


deviennent plus larges, plus ronds, le protoplasma devient 
rouble et perd sa transparence. Une observation, méme super- 


(1) Avant l’emploi toutes ces infusions étaient diluées avec de l'eau fraiche 
et éprouvée. 
56 
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ficielle, permet de distinguer les infusoires nourris au jaune 
d’ceuf. Ceux qui sont nourris de bactéries sont plus transparents 
et de forme oblongue, ce qui dépend de la nature de la nour- 
rilure. Certaines espéces de bactéries sont bien digérées par les 
infusoires tandis que d’autres le sont mal. I] arrivait souvent 
que Je milieu préparé avec le plus grand soin était, pour des 
causes inexpliquées, plus ou moins nuisible aux infusoires. 
Il est probable que dams ces cas ce n'élait pas seulement le 
milieu qui jouait un role mais aussi les bactéries et les micro- 
organismes qui se trouvaient par hasard dans ce milieu. 
Sans doute il y a des bactéries utiles aussi bien que des hac- 
téries nuisibles aux infusoires, qui peuvent vivre en parasites. 
et méme empoisonner les infusoires par lewrs sécrétions. 

Pour empécher les infusoires de se conjuguer, nous les 
mettions, & mesure quils naissaient, dans des cellules sépa- 
rées. | 

Comme cellules nous avons employé des lames creuses. 
Dans chacune nous introduisions de 3 & 8 gouttes de l’infusion 
de foin ou quelque autre milieu nutritif. Puis nous y intro- 
duisions & l'aide d'une pipette capillaire un seul infusoire. Le 
lendemain nous comptions les infusoires nouvellement pro- 
duits par division. Dans cet espace de temps linfusoire parvenait 
ordinairement a se diviser une, deux fois. Le nombre des 
infusoires était enregistré dams un livre spécial. Tous les 
exemplaires superflus étaient mis dans une culture spécia- 
lement réservée et il n’en restait qu'un seul. Le milieu était 
changé chaque jour ou tous les deux jours. Ainsi Fexpérience 
se poursuivait quotidiennement. Nous avions toujours une 
vingtaine de cultures. Les mois ot nous faisions des expériences 
parallelesle nombre des cultures était doublé. Outre les cultures 
isolées nous réservions toujours une petite culture ot |’on intro- 
duisait les exemplaires superflus de la culture originelle. 
Ainsi, nous avions toujours, outre la culture isolée, une cul- 
ture réservée correspondante, contenant de dix & quinze infu- 
soires. Ceci est important pour le cas ow les indiyidus isolés 
auraient péri par suile de quelque maladresse. Les cultures 
réservées étaient attentivement observées chaque jour, afin d’y 
surprendre et d’en séparer & temps les individus conjugués. Une 
fois par semaine nous mesurions les infusoires 4 l’aide d’un 
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oculaire micrométrique et nous faisions les préparations micro- 
scopiques pour étudier le noyau. 

Pour préserver les cultures du desséchement, les lames avec 
les cultures isolées et les cultures de réserve étaient placées 
dans des chambres humides spécialement préparées pour cela. 
Au début les expériences se faisaient & la température de la 
chambre. Plus tard j'ai placé les cultures & l’étuve a 23-25”. 


Multiplication des infusoires en rapport avec l’age 
du protoplasme cellulaire. 


Le probléme important qui se résout par l’expérience de la 
multiplication des infusoires est celui de lage ou de l’immor- 
talité du pretoplasme cellulaire. 

La cellule peut-elle se multiplier et se diviser 4 l'infini ou bien 
existe-t-il une cerlaine limite au dela de laquelle elle ne peut 
plus se diviser? Le phénoméne des changements séniles 
menant a la mort naturelle, se présente-t-il & un moment 
donné, comme le croyait Maupas et ses adeptes? S’il est vrai 
que la cellule ne peut pas se diviser infiniment, existe-t-il 
alors quelque moyen de sauver la cellule de la mort inévi- 
table ? 

Nous devons admettre a@ priori que ces moyens existent, 
autrement toutes les cellules auraient depuis longtemps cessé 
d’exister. 

Quel réle jouent dans la vie des cellules la conjugaison et le 
processus sexuel? La conjugaison et le processus sexuel sont-ils 
les procédés stimulants qui sauvent la cellule de la dégénéres- 
cence et de la mort? S’il est démontré que la conjugaison ne 
peut pas jouer le réle stimulant, alors quelle influence ce pro- 
cessus exerce-t-il sur la vie de la cellule? 

Telles étaient les questions qui, nous semblait-il, pouvaient 
étre résolues par les expériences sur les cultures d’infusoires 
isolés. . 

Depuis longtemps je me proposais d’accomplir ce travail et 
javais élaboré le plan de son exécution. Plusieurs fois j’étais 
tenté de le commencer, mais les circonstances extérieures, les 
voyages et les déplacements m’empéchaient de bien instituer 
les expériences. 
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Ce n'est qu’en 1908 que j'ai réussi & commencer ce travail, 
lequel se poursuit jusqu’a présent. 

Pendant les deux premiéres années je me suis appliqué aux 
expériences préparatoires. Plusieurs fois le travail a été inter- 
rompu par suite de la mort de linfusoire, conséquences de 
l'imperfection des méthodes. . 

Ce n’est qu’en 1910 que je parvins a perfectionner les pro- 
cédés et & trouver des infusoires plus résistants et mieux appro- 
priés aux conditions du laboratoire. 

Toutes mes cultures isolées doivent leur origine a ces infu- 
soires. 

Le premier infusoire provenait de l’étang de Pavlovsk (en- 
virons de Pétersbourg). L’aspect extérieur de cet infusoire ne 
différait en rien des formes ordinaires de Paramecium 
caudatum. Deux, trois années plus tard, j’ai pu observer que les 
infusoires cultivés différaient visiblement de V’infusoire pri- 
mitif: ils étaient plus pelits, leur forme extérieure avait varié. 
Il est difficile d’exprimer en chiffres ces variations, mais qui- 
conque les observe souvent les remarque aussitdét. Je l’ai déja 
dit plus haut, la forme primitive a donné naissance aux 20 cul- 
tures isolées qui se poursuivent jusqu’a présent, c’est-a-dire 
prés de onze ans. 

Chaque jour toutes les 20 cultures étaient revues, le nombre 
des infusoires divisés compté et les résultats notés sur un 
registre spécial. Ces données me permirent de tracer les courbes 
des cultures séparées aussi bien que celles des résultats géné- 
raux de 10 cultures. 

Les courbes étaient tracées de la maniére suivante: Chaque 
jour je comptais le total des infusoires nouvellement formés 
dans les 10 cultures. De la somme totale résultait le chiffre 
mesurant la rapidité de la multiplication journaliére, c’est-a- 
dire le nombre journalier de générations. Si les dix infusoires 
au bout de vingt-quatre heures avaient donné 20 individus, 
cela signifiait que les infusoires ne s’étaient divisés dans ce délai 
qu'une seule fois, c’est-a-dire ils ont donné une génération. 
Si les infusoires ont donné 40 individus, cela nous indique 
2 générations et ainsi de suite. 

Tous les chiffres intermédiaires étaient exprimés par les 
fractions décimales. 
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Ces données nous permirent de tracer la courbe générale de 
la rapidité de la multiplication pendant six années et demic 
(Voir la courbe ci-dessous). 

La quantité de générations varie tous les ans. 


BAO Bag. NES ohayi ht 138 générations (en 5 mois) 
DB ra Bait 59 Eos yah seg te 394 — —= 
LE Ea ee 413 — aa 
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Da hi Ty Ste b's 399 = say 
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Courbe générale, montrant la: rapidité de la multiplication des infusoires 
sans conjugaison pendant six années et demie. On a porté en abscisses les 
temps et en ordonnées le nombre de générations. 


La courbe représente les moyennes prises tous les dix jours. 
De sorte que pour chaque mois nous obtenions trois points (1). 

Ce qui nous frappe a l’examen de cette courbe, ce sont les 

Pp ) 

grandes et surprenantes oscillations de la rapidilé de la multi- 
plication. Parfois cette rapidité s’abaisse jusqu’a 0, d’autres 
fois elle alteint 2 et méme 2,5. Ces oscillations, marquées par la 
courbe, construite sur la moyenne des chiffres pour dix jours, 
s’alténuent. Les courbes marquant la rapidité journaliére pré- 
sentent ces oscillations d'une maniére plus frappante. 

(1) Je regrette de ne pouvoir citer dans cet article toutes les courbes et 
les données pour les onze ans, toutes mes notes étant restées 4 Pétrograd 
dou je fus obligé de partir brusquement pour le Sud de la Russie. En 
quittant Pétrograd je pensais y revenir au bout d'un mois. Par suite de 
la séparation compléte du Nord et du Sud de la Russie je n’ai pu faire ce 
voyage ni avoir les notes des expériences et les courbes qui me manquaient. 


Les travaux sur les cultures isolées sont encore poursuivis par mon assistant 
M. Galadgieff. Les infusoires vivent toujours et continuent e multiplier. 
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Hi arrivait souvent, au début surtout, que les infusoires 
cessaient de se diviser pendant deux ou trois jours. Plusieurs 
individus périssaient. Aprés cette période d’affaiblissement et 
de dépression, les infusoires recommencaient & se diviser. Ces 
oscillations nous ont paru sans régularilé. Elles semblent indé- 
pendantes de l’alimentation et de la saison. Il est vrai que la 
température exerce une vive influence sur la division des infu- 
soires ; nous avons éliminé Jes variations de température .en 
mettant les infusoires a l’étuve. Si nous examinons la courbe 
nous remarquons que le printemps et |’été influencent la rapi- 
dité de la multiplication ; cependant celte augmentation n'est 
pas constante. Il nous arrivait de constater |’affaiblissement de 
activité en été et, au contraire, augmentation de la rapidité 
de la multiplication en automne et en hiver, comme cela a eu 
lieu en 1910, 1912 et 1916. La courbe nous fait voir que la 
rapidité de la multiplication pendant les six années se mainte- 
nait 4 une génération par jour. 

En 1910 les infusoires ont produit 138 générations en cing 
mois. En automne,la rapidité s'est accrue eta atteint dans quel- 
ques cultures plus de deux générations par jour. En novembre 
et.en décembre la multiplication fut moins énergique, de sorte 
qu’en décembre ‘il semblait que toutes les cultures allaient 
périr. En janvier, une augmentation s'est produile et elle a duré 
plusieurs mois. Durant année 1911 nous remarquons deux 
fois la diminution de l’énergie de la multiplication, en avril et 
en juin; puis celle-ci s’éléve rapidement et atteint deux géné- 
rations par jour. Cependant elle diminue de nouveau vers la 
fin de ’année. L’an 1912 a 6té surtout favorable aux infusoires 
qui ont donné 413 générations. Une dépression notable a été 
constatée & la fin de juin seulement. 

En 1913-1914 nous remarquons quelques diminutions de 
énergie de la multiplication, vu que le nombre de générations 
diminue successivement jusqu’a 397 et 393 générations. Une 
tres brusque diminution se produit surtout en 1915, lorsque le 
nombre de générations tombe & 238 et le nombre de dépressions 
augmente jusqu’a 5 par an. L’affaiblissement de la multipli- 
cation a éfé si grand qu’il nous semblait que les cultures allaient 
périr prochainement. Ce brusque affaiblissement des cultures 
en 1915 s’explique par des causes purement extéricures. 
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Cette année, notre laboratoire a été transféré dans un autre 
batiment et ne pouvait pas étre bien installé a cause de la guerre. 
Le chauffage central et les conduites de gaz ont subi plusieurs 
avaries et la température tombait au-dessous de la normale. 
Ceci a grandement influencé la vie des cultures, lesquelles se 
trouverent en état de déchéance. En 1916 nous avons réussi a 
améliorer l’organisation du travail, ce qui influenca immédia- 
tement le bien-étre des infusoires. 

L’année 1916 a 6lé la période florissante pour toutes les 

cultures, qui, au bout de huit mois d’existence, ont manifesié une 
énergie beaucoup plus grande qu’au début de notre expérience. 
L’explication probable pourrait étre que les cultures s’étaient 
adaptées aux conditions de la vie du laboratoire. 
_ Outre la vieille culture mere A, que nous avons commencée 
en 1908 et laquelle a donné naissance aux 20 cultures isolées A,, 
“A,, A,, A,..., nous avons tenté une culture nouvelle. Ceci dans 
le but de mieux étudier la forme primitive. Malheureusement 
ceci n’a pas été fait avec la premiére culture A et nous sommes 
privés de la possibilité de juger des changements produits dans 
la forme extérieure el dans la structure intérieure des infusoires 
isolés. Pour réparer cette faute nous avons entrepris une nou- 
velle culture paralléle. Nous avons pris de l’aquarium une 
forme spontanée de Paramecium caudatum. Deux-trois jours 
apres, l’infusoire, s’étant divisé plusieurs fois, a donné 10 infu- 
soires filles, qui & leur tour ont donné naissance 4 10 cultures 
nouvelles (B,, B,, B,...). 

Les cultures subsistérent une année, puis elles périrent peua 
peu,comme cela eut lieu dans les expériences de Maupas, Calkins 
et d’autres. 

Aucun des stimulants employés : changement du milieu et 
de nourriture, conjugaison ne parvinrent a sauver ces cultures. 
Nos autres tentatives n’ont pas eu plus de succés. En 1915 seu- 
lement, nous avons enfin trouvé une race si stable et s’adaptant 
si facilement aux conditions du laboratoire qu'elle ne périt pas 
et donna méme naissance 4 une culture nouvelle des infusoires 
isolés, lesquels vivent jusqu’a présent (D,, D,, D,..-)- 

En examinant les données obtenues de nos cultures isolées 
nous pouvons commencer par affirmer qu'il n’existe aucun 
rapport entre la multiplication et lage de fa culture. Il est vrai 
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que pendant les premiéres années de la vie des cultures, a partir 
de 1912et jusqu’en 1915, on pouvait supposer un commencement 
d’affaiblissement gradné des cultures. A partir de 1916 la rapi- 
dité de la multiplication des infusoires isolés a atteint un degré 
supérieur celui que nous constations durant les premiers jours 
de la vie des cultures. Les années suivantes jusqu’é ce temps 
dernier, la multiplication se faisait d'une maniére normale, 
malgré que la culture ait donné plus de 3.000 générations. 
Ceci atteste que,malgré l’age trés avancé de la culture, |’énergie 
de la multiplication n’a pas seulement diminué, mais, au con- 
traire, elle a augmenté. Ceci s’explique parce que la culture s’est 
parfaitement adaptée aux conditions artificielles du laboratoire. © 

Pour donner une idée de la puissance que posséde une cellule 
de créer de la matiére vivante, je citerai quelques chiffres qui 
découlent des données ci-dessus. 

Si nous admettons le fait que chaque infusoire se divise une 
seule fois dans la journée ‘en réalité il se divise plus souvent) 
il doit donner en trente jours : 1.073.741.824 individus. 

Dans deux mois la quantité des infusoires est tellement grande 
qu il est difficile de ’exprimer en chiffres. 

Il est préférable de l’estimer en volume. En admettant que 
dans un millimétre cube se placent 1.000 petils infusoires (en 
réalilé il y en a beaucoup moins), nous aurons dans 40 jours 
un milliard de millimétres cubes d’infusoires nouveau-nés ou 
un métre cube de matiére vivante. 

Dans deux mois, il y en aura déjé un million de métres 
cubes et dans quatre mois le volume de la matiére vivante, pro- 
duite par un seul petit infusoire, surpassera de beaucoup le 
volume de la terre. Telle est la force productive et créatrice 
d’une cellule vivante ! . 


Signification de la conjugaison et du processus sexuel. 


Nos expériences. comme celles de Woodruff prouvent sans 
aucun doute que la conjugaison n’est point obligatoire, que la 
cellule dépourvue de la possibilité de se conjuguer avec une 
autre ne périt pas par dégénérescence sénile, mais qu’elle se 
multiplie avee la méme énergie qu’auparavant. Il faut done 
abandonner l’opinion de Maupas que « la conjugaison est un 
rajeunissement caryogamique ». 
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En effet le rajeunissement doit étre lié & l’augmentation de 
énergie vitale eta cellede la faculté reproductive de la cellule. 
Ceci pourtant n’a pas été prouvé ni par Maupas, ni par ses 
disciples. 

Au contraire méme, dans les expériences de Maupas, nous 
trouvons des indications que la force productive de la cellule 
n’augmente pas apres la conjugaison. 

Maupas écrit: « Autrement dit, je nie que les infusoires au 
sortir de la conjugaison jouissent d'une faculté de reproduction 
plus énergique que plus tard » (p. 504). 

Kt. Herlwig aboutit & la méme conclusion. 

D’aprés lui les animaux qui se sont conjugués se multiplient 
plus lentement que les non-conjugués. « Als erstes Resultat 
ergab sich mir eine auffallende Fruchtbarkeit der an der Conju- 
gation verhinderten Tiere ; obwohl ich meine Versuche noch 
nicht abgeschlossen habe, so méchte ich jetzt hervorheben, dass 
die kiinstlich getrennten Tiere lange Zeit iiber sich energischer 
teilten als Paramaecien, welche die Conjugation durchgemacht 
hatten » (p. 223). 

Les vastes expériences de Jennings non seulement ne confir- 
ment pas cette opinion de Hertwig, mais elles aboutissent & des 
résultats plus inaltendus et plus paradoxaux. 

Les expériences de Jennings démontrent que les eénérations 
des infusoires conjugués se multiplient beaucoup alts lentement 
que celles des non-conjugués. 

Le plus surprenant est que cette génération se distinguait en 
général par une vitalité beaucoup plus réduite. La régle est 
que la mortalité parmi les générations issues des individus 
conjugués est bien supérieure a celle provenant des individus 
non conjugués. Par suite nous pouvons dire que non seulement 
la conjugaison et le processus sexuel n’augmentent pas l’activité 
vitale des cellules, mais que ce sont plutét des causes de son 
affaiblissement. 

Comment expliquer ce fait oui Jennings donne deux 
explications: ) 

1° La conjugaison et le processus sexuel présentent un pro- 
cessus cytologique trés compliqué et dangereux. Le moindre 
trouble dans l’opération normale améne toute une suite d’ano- 
malies qui conduisent a la mort; 
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2° La conjugaison comme le processus sexuel présente Vunion 
de deux individualités différentes. De cette union il résulte une 
suite de nouvelles combinaisons. I] est possible qu’un certain 
nombre de ces combinaisons soient mal réussies et manquent 
de yitalité, ce qui est la cause de leur instabilité. 

Nous avons institué des expériences semblables et quoiqu’elles 
ne soient pas encore complétement terminées nous pouvons 
affirmer en nous basant sur les données déja obtenues que les 
organismes unicellulaires ont la faculté de se multiplier sans 
conjugaison un temps indéfini, que la conjugaison est un pro- 
cessus vital, dont la cellule peut se passer facilement, que la 
conjugaison ne joue pas le réle du rajeunissement. 

Si tel est le fait, quel est donc le rdle de la conjugaison et du 
processus sexuel? 

Je parle aussi du processus sexuel, vu qu’il exerce chez 
les organismes multicellulaires la fonction de la conjugai- 
son. 

L’euf exige la fécondation pour se diviser et former un orga- 
nisme développé. Telle est la régle générale. Cependant les 
exceptions nous sont depuis longtemps connues. Nous avons cité 
de nombreux cas ot l’ceuf se développait sans fécondation ou 
parthénogénétiquement. Chaque année on trouve que le nombre 
des exceptions augmente. A présent nous savons que beaucoup 
d’animaux parmi les vers et les arthropodes se multiplient sans 
fécondation. 

Dans notre laboratoire biologique pendant dix ans les phas- 
mides(Dizipus morosus) se mullipliaient parthénogénétiquement 
et durant ces dix années il n’y eut pas un seul male. Cela prouve 
que la fécondation aussi bien que la conjugaison ne sont aucu- 
nement des nécessités physiologiques comme on |’admettait 
autrefois. : 

Parallélement & ce fait nous connaissons un grand nombre 
d’organismes dont les cellules somatiques sont aptes a la multi- 
plication infinie ou & la reproduction végétative. Les diverses 
plantes présentent beaucoup d’exemples de reproduction végé- 
tative illimitée. Les plantes telles que la vigne, le saule, la 
pomme de terre se multiplient pendant des siécles asexuel- 
lement, c’est-a-dire par rejetons et tubercules. Non seulement 
les plantes, mais encore les animaux polycellulaires inférieurs 


shor 
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possédent la faculté de reproduction végétative illimitée. Je 
parle des animaux nommés ceelentérés, auxquels sont rapportés 
ordinairement les hydres, les polypes, lescoraux et les éponges. 
Tous ces animaux se multiplient non seulement sexuellement, 
mais aussi par bourgeonnement. Les cas sont fréquents oti ces 
bourgeons ne se séparent pas de l’organisme maternel et vivent 
tous ensemble, formant d’immenses colonies. 

Certainement ce bourgeonnement,c’est-a-dire cette formation 
d'individus nouveaux, n’est possible qu’en vertu de la faculté 
propre a toutes ces cellules formant divers organes et tissus de 
se multiplier asexuellement. Tout cela nous prouve une fois de 
plus que la conjugaison et le processus sexuel ne sont nullement 
des nécessités physiologiques et que la cellule vivante peut s’en 
passer. 

D’autre part l’étendue immense du processus sexuel dans le 
régne animal et le régne végétal, son réle dans la vie des cel- 
lules sexuelles nous dit de quelle grande importance il est 
dans la nature. En examinant les conséquences auxquelles 
aboutit le processus sexuel, nous remarquons qu'il a pour 
résultat essentiel le mélange ou l’union des propriétés de deux 
individus différents. Les propriétés du pere et de Ja mére 
s’associent et.il en résulte une individualilé nouvelle avec une 
combinaison nouvelle de diverses propriétés qui ne rappellent 
qu’en partie la forme primitive. Le processus sexuel se répétant 
une quantité de fois entre les différentes individualités de 
lespece améne & un mélange complet de toutes les propriétés 
des individualités faisant partie de cette espéce. C’est ainsi que 
se forme la vie de l’espéce. 

L’iadividu s’unissaut & un autre individu dans le processus 
sexuel s’unit, pour ainsi dire, & l’espece, donnant son contenu, 
ses propriétés, sa force créatrice aux propriétés générales de 
toute Vespéce. 

On peut dire que, grace au processus sexuel, l'individu 
s'unit & l’espéce méme et vit de la vie commune de toute 
lespéce. C'est la signification importante du processus 
sexuel. 

A l'aide du processus sexuel se crée et se forme l’espéce. 
C’est pourquoi un des principaux signes qui nous permet de 
reconnaitre les individus de la méme espéce n’est ni la forme ni 
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la structure (1). C’est leur union sexuelle féconde. C'est le pro- 
cessus sexuel. 

Tous les individus capables de s’unir sexuellement appar- 
tiennent & une méme espece. Envisagée a ce point de vue 
l'espece présente non seulement une idée abstraite, inventée 
pour la facilité de la classification des animaux (comme cela a 
lieu pour toute autre conception : famille, ordre, classe, type), 
mais une réalité aussi positive que l’existence de individu 
lui-méme. 

Liespéce présente effectivement une individualité d’ordre 
supérieur, dans laquelle tous les individus séparés communient 
entre eux et partagent leurs propriétés, grace au processus 
sexuel. Il se produit une vie commune de l’espéce, un travail 
commun, une force créatrice commune, une sorte de coopé- 
ration dans la création et dans l’évolution de l’espéce. Et a ce 
travail de la création prennent part toutes les individualités de 
l'espece donnée. ea 

Crest en cela, et rien qu’en cela, que consiste & notre avis le 
role prépondérant et la signification du processus sexuel dans 
la nature. 


‘Liimmortalité de la cellule. . 


Pouvons-nous parler, en nous basant sur les expériences 
ci-dessus mentionnées, de ’immortalité des étres unicellulaires, 
autrement dit de ’immortalilé de la cellule? 

Les dix années de culture des infusoires nous suffisent-elles 
pour parler de immortalité de la cellule? Certainement non. 
Je dirai méme que la question de l'immortalité ne peut étre 
résolue par voie expérimentale parce qu’elle nous obligerait de 
continuer lexpérience a linfini. Si toutefois nous traitons la 
question de l’immortalité de la cellule, c’est que nous avons en 
vue autre chose. Nous opposons lidée de Vimmortalité & Vidée 
de la multiplication cyclique des cellules. 

Conformément & cette derniére opinion la cellule ne peut se 
diviser, c’est-a-dire se multiplier indéfiniment. Aprés un nombre 


(1) Nous trouvons souvent des exemples ot les males différent tellement 


es female qu'on les placerait dans des espéces et méme dans des classes 
différentes. 
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déterminé de générations, il se produit dans la vie de la cellule, 
comme ‘dans la vie de tous les organismes polycellulaires, des 
phénoménes de vieillesse et de mort naturelle. De sorte que 
toutes les cellules auraient depuis longtemps péri si elles 
n’avaient pas quelque moyen naturel de lutter contre les 
phénoménes de la dégénération sénile et de la mort naturelle. 

D'aprés la théorie de Maupas et de ses partisans la cellule 
peut échapper a Ja dégénérescence sénile par conjugaison ou 
union avec une auire cellule. Aprés cette union, la cellule vieillie 
rajeunit el renait & une vie nouvelle. Tous les faits et toutes 
les observations sur la vie des étres unicellulaires et polycel- 
lulaires semblaient plaider en faveur de cette théorie. En effet, 
nous avons constaté partout et toujours des phénoménes de 
vieillesse et de mort. Chaque organisme commence son exis- 
tence par une petite cellule sexuelle, laquelle en se divisant et 
se multipliant donne naissance & un organisme développé. 
Celui-ci passe par les périodes de la jeunesse, de la maturité et 
de la vieillesse et fatalement finit par mourir. 

I] semblait que la mort était la conclusion nécessaire, légale 
et naturelle de la vie. Tout ceci n’est juste que par rapport aux 
animaux supérieurs. Pour les étres unicellulaires comme nous 
l'avons vu plus haut, il n’existe ni vieillesse, ni mort. La vie 
des organismes unicellulaires se termine non pas par la mort, 
mais par la division, c’est-a-dire par la multiplication. Ainsi la 
base du monde organique est la cellule immortelle qui, dans 
les conditions données de l’exislence terrestre, ne connait ni 
vieillesse, ni mort. Si c'est ainsi, une question se pose: pourquoi 
chez les animaux polycellulaires formés de cellules typiques, 
semblables aux cellules des organismes unicellulaires, obser- 
vons-nous, constamment, les phénoménes de la vieillesse et de 
la mort. Cela parait d’autant plus étrange que les cellules 
séparées chez les polycellulaires ne sont pas dépourvues de la 
faculté du développement infini et de la multiplication. Les 
expériences de Carrel et d’autres ont démontré que les cellules 
des animaux polycellulaires peuvent vivre et se multiplier 
tres longtemps hors de l’organisme . 

Lorsque nous parlons de |’étendue des phénoménes de vieil- 
lesse et de mort dans le monde des organismes polycellulaires 
et dans celui des plantes, nous négligeons ordinairement les 
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cellules sexuglies immortelles qui se distinguent par la méme 
capacité de développement infini et de multiplication que nous 
avons constatée dans les organismes unicellulaires. 

Ainsi chaque organisme polycellulaire est d’essence immor- 
telle. Les cellules sexuelles qui sont l’expression de ce caractére 
dimmortalité constituent indubitablement tout ce qu'il y a de 
plus précieux, va que toutes les propriétés essentielles de 
l'individu s’y concentrent et s’y conservent d'une fagon si mer- 
veilleuse. 

De ce point de vue les cellules somatiques ne sont que le 
vétement des cellules sexuelles. Par conséquent, dans lintérét 
de l’espece, il est préférable peut-étre que ce vétement change 
plus fréguemment. Un habit neuf vaut mieux qu'un vétement 
rapé quoique bien rapiécé. 

Certaines données font supposer que les phénoménes de la 
mort naturelle des cellules somatiques ne sont pas apparus 
subitement, mais quiils ont été élaborés progressivement 
et ont évolué dans le monde organique comme toute autre adap- 
tation utile. 

En effet chez les animaux invertébrés inférieurs (hydres, 
coraux, vers inférieurs), non seulement les cellules sexuelles, 
mais aussi les cellules somatiques sont immortelles. 

Le fait remarquable est que cette faculté de la multiplication 
asexuelle et de la régénération s’affaiblissent dans lorganisme 
au fur et & mesure de sa complexité. Cette faculté déja alténuée 
chez les invertébrés inférieurs est trés diminuée chez les ver- 
tébrés supérieurs. Les cellules somatiques de ces derniers 
manquent presque totalement de faculté régénérative. 

En conclusion, nous fondant sur ce qui a été exposé, nous 
pouyons dire: la base de la vie organique est la cellule immor- 
telle ; immortelle non dans le sens absolu du mot, mais seule- 
ment dans les conditions de notre planéte. 

Cette cellule a la faculté de reproduction illimitée et de mul- 
tiplication infinie. 
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